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1 Zusammenfassung  
In den letzten Jahren haben synthetische lange Peptide (SLPs) in der 
Krebsimmuntherapie immer mehr an Bedeutung gewonnen. Sie dienen hierbei als 
therapeutische Vakzine, die in der Lage sind, eine adaptive, T-Zell-vermittelte 
Immunantwort auszulösen und so gezielt entartete und virusinfizierte Zellen zu 
bekämpfen. Wichtig hierfür ist, dass die Vakzine von professionellen 
antigenpräsentierenden Zellen aufgenommen und präsentiert werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Mannosylierung von SLPs eine 
Möglichkeit bietet, ihre zielgerichtete Aufnahme in dendritische Zellen (DCs) über 
den Mannoserezeptor (MR) zu verbessern und somit die Aktivierung spezifischer 
T-Zellen zu erhöhen.  
Wie gezeigt werden konnte, werden mannosylierte Peptide sehr viel besser in DCs 
aufgenommen und gelangen über den MR direkt in für die Kreuzpräsentation 
spezialisierte Kompartimente. Infolgedessen werden mannosylierte Peptide 
deutlich effektiver kreuzpräsentiert als nicht mannosylierte Kontrollpeptide und 
lösen somit eine verbesserte Aktivierung von CD8+ T-Zellen aus. Auch die Impfung 
von Mäusen mit mannosylierten SLPs führt zu einer deutlich erhöhten CD8+ 
T-Zell-Antwort im Vergleich zur Impfung mit nicht mannosylierten SLPs. Die 
Möglichkeit, die in vivo Kreuzpräsentation durch Mannosylierung der Peptide zu 
erhöhen, bietet eine hervorragende Chance zur weiteren Optimierung dieser 
therapeutischen Impfstoffe.  
 
Des Weiteren wurden in dieser Arbeit die Mechanismen der MR-vermittelten 
Ovalbumin-Aufnahme genauer untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl 
die Transmembran-Domäne als auch der zytoplasmatische Teil des MR für eine 
effektive Aufnahme des Modellantigens OVA relevant sind. Speziell das di-
aromatisch Motiv im zytoplasmatischen Schweif des MR spielt eine wichtige Rolle, 
wohingegen das di-Leucin Motiv weitestgehend unbedeutend ist.  
Auch dem Adaptermolekül AP2 konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Rolle bei der 
Ovalbumin-Aufnahme und der Antigenkreuzpräsentation zugeschrieben werden. 
Dementsprechend zeigt ein Knockdown von AP2 einen negativen Effekt auf die 
Ovalbumin-Kreuzpräsentation.  
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Im Rahmen meiner Arbeit arbeitete ich zudem an der Optimierung und 
Validierung der endosomalen Durchflusszytometrie mit. Mit dieser Methode ist es 
möglich, die Proteinzusammensetzung Antigen-haltiger Endosomen zu analysieren 
und somit die molekularen Mechanismen der Antigenkreuzpräsentation weiter zu 
erforschen. Hier wurde die Methode angewendet, um die Rekrutierung des 
Immunoproteasoms an OVA-haltige Endosomen zu erfassen. Diese Rekrutierung 
konnte in dieser Arbeit mittels Fluoreszenzmikroskopie an einzelnen Zellen 
gezeigt werden. Auf Grund von unspezifischer Antikörperbindung konnte dieses 
Ergebnis allerdings nicht mit Hilfe der endosomalen Durchflusszytometrie 
bestätigt werden.  
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2 Einleitung 
2.1 Das Immunsystem 
Das Immunsystem, ein körpereigenes Abwehrsystem gegen Krankheitserreger 
und entartete Zellen, wird in Vertebraten prinzipiell in angeborene und erworbene 
Immunität unterteilt. Dabei bilden physikalische Barrieren wie die Haut und die 
Zellen des angeborenen Immunsystems eine erste Verteidigungslinie gegenüber 
einer Vielzahl an Mikroorganismen. Diese Abwehr wird unter anderem über 
sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptor, PRR), die 
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) erkennen und auf der 
Oberfläche von Immunzellen sitzen, vermittelt. Die Aktivierung der PRR führt zur 
Sekretion von biologisch aktiven Molekülen wie Zytokinen, Typ I Interferonen und 
Chemokinen und dadurch zu einer anti-inflammatorischen oder anti-mikrobiellen 
Immunantwort (Olive, 2012). Auf diese Weise bietet die angeborene Immunität 
zwar eine schnelle, aber auch relativ unspezifische Antwort auf Krankheitserreger 
(Janeway et al., 2002; Medzhitov and Janeway, 2000). 
Im Gegensatz dazu zeichnet sich die erworbene oder auch adaptive Immunität 
durch ihre Anpassungsfähigkeit an Krankheitserreger aus. Im Rahmen der 
erworbenen Immunität werden spezifische Antikörper und Gedächtniszellen 
gebildet, die bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger deutlich 
schneller eine effektive Abwehrreaktion hervorrufen können. Die adaptive 
Immunität besteht im Wesentlichen aus zwei wichtigen spezialisierten Zelltypen, 
den B-Lymphozyten, welche die humorale Immunität vermitteln, und den T-
Lymphozyten, welche für die zellvermittelte Immunantwort verantwortlich sind 
(Janeway et al., 2002).  
2.2 Die T-Zell-vermittelte Immunantwort 
Die zellvermittelte Immunantwort wird durch Wechselwirkung zwischen 
T-Lymphozyten und antigenpräsentierenden Zellen (APC) ausgelöst. Naive 
T-Zellen zirkulieren ununterbrochen zwischen Blut und peripheren lymphatischen 
Organen, bis sie im lymphatischen Gewebe durch eine antigenpräsentierende Zelle 
aktiviert werden. Diese Aktivierung ist wichtig, damit T-Zellen effektiv im Sinne 
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der adaptiven Immunität agieren können. Hierfür sind drei Signale notwendig: 
Signal eins ist das T-Zell-spezifische Peptid, präsentiert auf Molekülen des 
körpereigenen Haupthistokompatibilitätskomplexes (MHC), Signal zwei ist das 
kostimulierende Signal und Signal drei wird durch inflammatorische Zytokine 
vermittelt. Nur durch gleichzeitige Aktivierung dieser drei Signale werden naive 
T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung in Effektor-T-Zellen angeregt 
(Curtsinger and Mescher, 2010; Gerdes and Zirlik, 2011; Janeway et al., 2002). 
Die Erkennung des Komplexes aus einem antigenen Peptid und dem 
körpereigenen MHC-Molekül erfolgt hoch spezifisch durch den T-Zell Rezeptor 
(TCR) auf der Oberfläche von T-Zellen. Hierbei werden CD4+ T-Zellen von Peptiden 
auf MHCII-Molekülen aktiviert und CD8+ T-Zellen von Peptiden auf MHCI-
Molekülen. Die Bindung zwischen TCR und MHC-Molekül wird weiter gestärkt 
durch die gleichzeitige Interaktion des CD4- oder CD8-Korezeptors mit dem 
Peptid-MHC-Komplex (Janeway et al., 2002). Über den CD3-Rezeptor, der mit dem 
TCR einen Komplex bildet, wird das Signal in die Zelle weitergeleitet (Smith-Garvin 
et al., 2009).  
Kostimulierende Moleküle (beispielsweise CD80/86 oder CD40) auf der 
Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen binden an Rezeptoren auf der 
T-Zell-Oberfläche (CD28, CD40-L) und vermitteln so Signal zwei. Erhält eine 
T-Zelle nur Signal eins, so bleibt die T-Zelle inaktiv und verfällt in einen Zustand, 
den man als Anergie bezeichnet (Abbildung 2-1) (Gonzalo et al., 2001; Janeway et 
al., 2002). Das zusätzliche kostimulierende Signal über CD80/86-CD28 führt 
hingegen zur Aktivierung der T-Zelle, einschließlich der Expression des Zytokins 
IL-2 und dessen Rezeptor (Cerdan et al., 1995; Jain et al., 1995). Die autokrine 
Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor fördert daraufhin die T-Zell-Proliferation 
sowie die Differenzierung. Hat eine T-Zelle einmal Effektorfunktion entwickelt, so 
kann sie jederzeit durch Kontakt mit ihrem spezifischen Peptid-MHC-Komplex 
auch ohne kostimulierendes Signal eine Immunantwort auslösen.  
Antigenerkennung über den TCR (Signal eins) und ein kostimulierendes Signal 
(Signal zwei) sind für die Proliferation und IL-2-Sekretion naiver CD8+ T-Zellen 
bereits ausreichend (Chambers and Allison, 1999; Valenzuela et al., 2002). Für die 
Entwicklung von T-Zellen mit optimaler Effektorfunktion ist jedoch Signal drei 
notwendig (Valenzuela et al., 2002). Im Fall von CD8+ T-Zellen wird dieses Signal 
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über inflammatorische Zytokine wie IL-12 oder Typ I Interferone (IFN α/β) 
vermittelt (Curtsinger and Mescher, 2010). Nur mit Hilfe dieses Gefahren-Signals 
durch inflammatorische Zytokine kann eine T-Zell-Population mit starker 
Effektorfunktion, hoher Überlebensrate und Gedächtnisfunktion gebildet werden 
(Curtsinger and Mescher, 2010).  
 
Abbildung 2-1: Die Aktivierung von T-Zellen erfordert drei Signale. 
Die korrekte Aktivierung von T-Zellen erfordert die Interaktion des T-Zell-Rezeptors (TCR) mit einem 
spezifischen MHC-Peptid-Komplex sowie ein gleichzeitiges kostimulierendes Signal, beispielsweise über 
CD80/86-CD28, und ein Signal über inflammatorische Zytokine, beispielsweise IL-12 oder IFN α/β. Durch das 
gleichzeitige Aussenden dieser drei Signale werden T-Zellen optimal aktiviert und Anergie wird vermieden. 
Angepasst aus (Alegre et al., 2001). 
 
Auf Grund der Erforderlichkeit eines kostimulierenden Signals für die Aktivierung 
von T-Zellen kommt dendritischen Zellen (DCs), Makrophagen und B-Zellen eine 
besondere Rolle bei der adaptiven Immunantwort zu. Nur sie sind in der Lage, 
kostimulierende Oberflächenmoleküle zu exprimieren und somit T-Zellen adäquat 
zu aktivieren, weshalb sie als professionelle antigenpräsentierende Zellen (APCs) 
bezeichnet werden.  
2.3 Dendritische Zellen und ihre Rolle bei der Antigenpräsentation 
Dendritische Zellen sind mit Abstand die stärksten Stimulatoren naiver T-Zellen. 
Sie stammen von myeloiden Vorläuferzellen ab und gelangen nach ihrer Bildung 
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im Knochenmark in periphere Gewebe. Unter nicht-inflammatorischen 
Bedingungen suchen unreife DCs in peripheren Geweben ihre Umgebung nach 
Mikroorganismen oder entarteten Zellen ab. Im unreifen Zustand nehmen DCs 
zwar eine große Menge an Antigenen auf, präsentieren diese allerdings relativ 
ineffizient. Dies ändert sich im Zuge ihrer Reifung. Nach Aufnahme eines 
Pathogens werden DCs durch ein sogenanntes Gefahren-Signal aktiviert und reifen 
zu professionellen antigenpräsentierenden Zellen heran (Gatti and Pierre, 2003). 
Die Aktivierung und Reifung der DCs wird über spezielle Rezeptoren (Toll-like-
Rezeptoren (TLR) (Medzhitov and Janeway, 2000), Tumor-Nekrosefaktor (TNF)-
Rezeptor, Fc-Rezeptoren (Geissmann et al., 2001) oder Zytokin-Rezeptoren) 
eingeleitet, die durch viele pathogene Strukturen angeregt werden. Diese DC-
Reifung geht einher mit einem erhöhten proteolytischen Abbau der Pathogene, 
einer verbesserten Peptidbeladung sowie einer gesteigerten Expression von MHC-
Molekülen und kostimulierenden Molekülen auf der Zelloberfläche (Guermonprez 
et al., 2002; Thery and Amigorena, 2001). Zusätzlich zur verbesserten Fähigkeit 
zur Antigenpräsentation beginnen DCs im Zuge der Reifung aus den peripheren 
Geweben in sekundäre lymphatische Organe zu wandern, wo sie mit naiven 
T-Zellen interagieren und ihnen die erworbenen Antigene präsentieren 
(Banchereau et al., 2000; Mellman and Steinman, 2001). 
All die oben beschriebenen Veränderungen während der DC-Reifung werden 
ausschließlich nach Erhalt des Gefahren-Signals initiiert. Da die Aktivierung naiver 
T-Zellen gleichzeitig ein antigenspezifisches und ein kostimulierendes Signal 
ausgehend von derselben APC erfordert, kann sie nur von aktivierten DCs 
vermittelt werden, die das Gefahren-Signal erhalten haben und in lymphatische 
Organe gewandert sind.  
2.3.1 Antigenaufnahme in DCs 
Die Erkennung und Aufnahme von Pathogenen in DCs erfolgt über Phagozytose, 
Makropinozytose oder Rezeptor-vermittelte Endozytose. Zu diesem Zweck wird 
eine Vielzahl an endozytotischen Rezeptoren selektiv auf unreifen dendritischen 
Zellen exprimiert, einschließlich Langerin (Valladeau et al., 2000), DC-SIGN 
(Geijtenbeek et al., 2000), DEC205 (Jiang et al., 1995) sowie des Mannoserezeptors 
(MR/CD206) (Sallusto et al., 1995). 
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2.4 Der Mannoserezeptor 
Der Mannoserezeptor (CD206) ist ein ca. 175 kDa großer C-Typ-Lektin Rezeptor 
und bildet zusammen mit Endo180 (CD280), dem M-Typ Phospholipase A2 
Rezeptor (PLA2R) und DEC205 (CD205) die Mannoserezeptor-Familie. Er besitzt 
eine N-terminale cysteinreiche Domäne, gefolgt von einer Fibronektin Typ II 
(FNII)-Domäne, acht hintereinander geschalteten C-Typ-Lektin-Domänen (CTLD), 
einer Transmembrandomäne und einer abschließenden kurzen zytoplasmatischen 
Domäne (Abbildung 2-2) (East and Isacke, 2002). Die cysteinreiche Domäne bindet 
Zuckermoleküle mit Sulfatresten (Leteux et al., 2000; Liu et al., 2000; Taylor et al., 
2005a), die Fibronektin-Domäne ist für die Wechselwirkung mit Kollagenen 
verantwortlich (Martinez-Pomares et al., 2006), während die CTLDs (speziell 
CTLD4 und CTLD5) die Ca2+-abhängige Bindung von Polysacchariden mit 
D-Mannose, L-Fucose oder N-Acetylglukosamin vermitteln (Taylor et al., 1992; 
Taylor et al., 2005b).  
 
Abbildung 2-2: Die Struktur des Mannoserezeptors. 
Der Mannoserezeptor ist ein Typ I Transmembranrezeptor, bestehend aus einer cysteinreichen Domäne 
(Bindung von Zuckern mit Sulfatresten), einer FNII-Domäne (Interaktion mit Kollagenen), acht CTLDs 
(Bindung von Mannose-, Fucose- und N-Acetylglukomsaminresten), einer Transmembrandomäne und einem 
kurzen zytoplasmatischen Schweif (enthält das Internalisierungssignal). Angepasst aus (East and Isacke, 
2002). 
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Neben seiner ursprünglich identifizierten Funktion bei der Beseitigung 
lysosomaler Hydrolasen (Pontow et al., 1992) werden dem MR mittlerweile 
vielseitige Aufgaben wie beispielsweise bei der Gewebehomöostase, bei der 
Zellmigration, der intrazellulären Signalgebung, bei der Produktion sowohl pro- 
als auch anti-inflammatorischer Zytokine sowie bei der Antigenpräsentation und 
der Regulation der Immunantwort zugeschrieben (Gazi and Martinez-Pomares, 
2009; Lee et al., 2002; Taylor et al., 2005a).  
Durch seine Fähigkeit, Mannosereste zu binden, fungiert der MR als 
Mustererkennungsrezeptor (PRR) für mikrobielle Pathogene, welche oft Mannose 
auf ihrer Oberfläche tragen. Tatsächlich ist der MR in der Lage, mittels seiner CTLD 
eine große Anzahl an Mikroorganismen, darunter Candida albicans (Marodi et al., 
1991), P. carinii (O'Riordan et al., 1995), Leishmania (Chakraborty et al., 2001), HIV 
(Nguyen and Hildreth, 2003), Streptococcus pneumoniae und Klebsiella pneumoniae 
(Zamze et al., 2002), zu binden. 
In Übereinstimmung mit seiner Funktion als PRR wird der MR in der Maus 
hauptsächlich auf Gewebemakrophagen und einigen DC-Populationen (Burgdorf et 
al., 2006; Figdor et al., 2002) exprimiert, aber auch auf Endothelzellen der Leber, 
der Milz, der Dermis oder des Lymphsystems sowie auf Nierenzellen und 
Pigmentepithel der Retina wurde er nachgewiesen (Groger et al., 2000; Linehan et 
al., 1999; Martinez-Pomares, 2012; Shepherd et al., 1991; Taylor et al., 2005a).  
2.4.1 Internalisierung des Mannoserezeptors 
Als zirkulierender Rezeptor wandert der MR ständig zwischen intrazellulären 
Vesikeln und der Plasmamembran hin und her. Hierbei führt der MR seine 
Liganden in statische, frühe Endosomen und verhindert so, dass die Antigene 
Lysosomen erreichen, wo sie abgebaut werden würden (Gazi and Martinez-
Pomares, 2009; Schweizer et al., 2000) 
Unter normalen Bedingungen sind nur ca. 10–30 % des Rezeptors an der 
Zelloberfläche vorhanden, während die restlichen 70–90 % intrazellulär, 
vornehmlich in frühen Endosomen, vorliegen (East and Isacke, 2002; Gazi and 
Martinez-Pomares, 2009; Mahnke et al., 2000; Martinez-Pomares et al., 2003; 
Wainszelbaum et al., 2006). 
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Die Internalisierung des MR erfolgt über Clathrin-vermittelte Endozytose, hierfür 
sind im zytoplasmatischen Teil des MR zwei konservierte Signale vorhanden, ein 
Tyrosin-basiertes (FENTLY) und ein di-hydrophobes Motiv (DXXXLM) (Abbildung 
2-3) (East and Isacke, 2002). Sie erlauben die Interaktion mit Adapterproteinen 
und ermöglichen somit die Rekrutierung an Clathrin-umhüllte Vesikel.  
 
 
Abbildung 2-3: Aminosäuresequenz der zytoplasmatischen Domäne des MR. 
Das Tyrosin-basierte Motiv ist rot hinterlegt, das di-hydrophobe Motiv dunkelblau. Hellblau hinterlegt ist ein 
konservierter saurer Rest, -4 Aminosäuren entfernt vom di-hydrophoben Motiv. Aminosäuren sind im 
Einbuchstabencode notiert. Abbildung verändert aus (East and Isacke, 2002). 
 
2.5 Clathrin-vermittelte Endozytose  
Die Clathrin-vermittelte Endozytose besitzt eine hohe Relevanz bei der 
Internalisierung von Rezeptoren und Liganden, der Wiederverwertung von 
Komponenten der Plasmamembran und beim Abbau von Oberflächenproteinen. 
Der Prozess beginnt durch eine Ansammlung von Hüllbausteinen an der 
Zellmembran, die eine Clathrin-umhüllte Einbuchtung formen. Durch die 
Interaktion mit Adapterproteinen werden Rezeptoren in diese Clathrin-umhüllte 
Bucht gezogen, aus welcher durch Einstülpung in die Zelle ein geschlossenes 
Clathrin-umhülltes Vesikel entsteht. Nach der Abtrennung von der 
Plasmamembran mittels Dynamin wird die Clathrin-Hülle durch die ATPase 
HSP 70 und die Hüllkomponente Auxilin vom Vesikel entfernt (Lemmon, 2001; 
Morgan et al., 2001; Newmyer and Schmid, 2001) und das nackte Vesikel kann in 
der Zelle an seinen Zielort transportiert werden (Abbildung 2-4). 
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Abbildung 2-4: Bildung von Clathrin-umhüllten Vesikeln.  
Die Interaktion zwischen einem endozytotischen Rezeptor und Clathrin wird über ein Adaptermolekül 
(beispielsweise AP2) vermittelt. Der Rezeptor wird in Clathrin-umhüllte Einbuchtungen gezogen, es bildet sich 
ein Clathrin-umhülltes Vesikel, welches sich schließlich von der Zellmembran löst. Verändert aus (Maxfield 
and McGraw, 2004). 
2.5.1 Das Adaptermolekül AP2 
Da Clathrin nicht direkt an die Plasmamembran binden kann, wird diese 
Interaktion über Adaptermoleküle vermittelt (Mellman, 1996). Das zuerst 
entdeckte und am besten untersuchte Adapterprotein ist AP2, ein Mitglied der 
Familie der heterotetrameren Adapterproteinkomplexe. 
AP2 setzt sich aus zwei großen (α und β2, ~ 100 kDa), einer mittleren (μ2, 
~ 50 kDa) und einer kleinen (σ2, ~ 17 kDa) Untereinheit zusammen (Traub, 2003) 
(Abbildung 2-5 A) und wird hauptsächlich an der Plasmamembran von Zellen 
gefunden (Robinson, 2004). Die Interaktion mit der Zellmembran wird über den 
N-Terminus der α-Untereinheit vermittelt, welcher an Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate (Ptd-Ins(4,5)P2) bindet (Collins et al., 2002; Gaidarov and Keen, 
1999). Die Wechselwirkung mit Transmembranrezeptoren erfolgt über die 
μ2-Untereinheit (Ohno et al., 1995), die Bindestellen für Clathrin befinden sich in 
der Gelenk-Domäne der β2-Untereinheit (Abbildung 2-5 B). 
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Abbildung 2-5: Das Adapterprotein AP2. 
Strukturell besteht AP2 aus einem Kern, der sich aus den beiden Stammdomänen der α- und β2-
Untereinheiten und der μ2- und σ2-Untereinheit zusammensetzt. Über zwei Gelenk-artige Strukturen wird der 
Kern mit den Anhang-Domänen von α und β2 verbunden. Diese sind für die Bindung an Helferprotein 
verantwortlich, während Clathrin über die Gelenkregionen gebunden wird und der Kern mit den 
Transportproteinen und der Zellmembran in Wechselwirkung tritt. A verändert aus (Bonifacino and Traub, 
2003), B verändert aus (Schmid and McMahon, 2007). 
 
Für die Clathrin-vermittelte Endozytose besitzen viele Transmembranrezeptoren 
ein Internalisierungssignal in ihrer zytoplasmatischen Region. AP2 kann das YXXΦ 
Signal (X ist jede beliebige Aminosäure, Φ eine sperrige hydrophobe AS), das di-
Leucin-Signal [DE]XXXL[LI] sowie das FXNPXY Signal erfassen (Boll et al., 2002; 
Bonifacino and Traub, 2003). Eine Abwandlung des FXNPXY Signals (FENTLY) 
sowie ein di-Leucin-Signal (LM) sind im zytoplasmatischen Ende des murinen MR 
zu finden, ein Hinweis darauf, dass AP2 auch bei der Internalisierung des MR eine 
entscheidende Rolle spielt.  
2.5.2 Antigenaufnahme in spezielle Vesikel 
Schon bei der Antigenaufnahme in DCs wird entschieden in welches Kompartiment 
das Antigen gebracht wird und auf welchen MHC-Molekülen es präsentiert wird 
(Burgdorf et al., 2007). Aus diesem Grund spielt die Rezeptor-vermittelte Clathrin-
abhängige Endozytose von Antigenen in DCs eine entscheidende Rolle beim 
Auslösen einer Immunantwort. Hierbei werden die Antigene nicht, wie lange 
angenommen, in einen allgemeinen Fundus an frühen Endosomen transportiert, 
sondern entweder in eine dynamische Population, die schnell zu späten 
Endosomen heranreift und eine große Mobilität auf Mikrotubuli aufweist, oder in 
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eine stabile Population, die länger einen früh-endosomalen Charakter behält 
(Lakadamyali et al., 2006). Die Entscheidung über die Aufnahme in eine der beiden 
Endosomen-Populationen fällt dabei schon an der Plasmamembran, 
höchstwahrscheinlich durch Verwendung spezifischer Adaptermoleküle. Diese 
Vermutung wird durch die Tatsache gestärkt, dass verschiedene endozytotische 
Rezeptoren unterschiedliche Adaptermoleküle verwenden (Robinson, 2004; 
Sorkin, 2004; Traub, 2003). Der AP2-abhängige Ligand Transferrin wird 
beispielsweise in alle frühen Endosomen transportiert, während epidermal-
growth-factor (EGF), low–density lipoprotein (LDL) und das Influenzavirus 
unabhängig von AP2 internalisiert und in dynamische, schnell reifende 
Endosomen gebracht werden (Lakadamyali et al., 2006). 
 
Nach der Aufnahme der Antigene in DCs folgen anschließend die intrazelluläre 
Prozessierung und die Präsentation der Antigene auf MHC-Molekülen. 
2.6 Antigenpräsentation durch DCs 
Um T-Lymphozyten aktivieren zu können, bauen DCs die aufgenommenen 
Pathogene intrazellulär zu antigenen Peptiden ab und laden diese auf MHC-
Moleküle. Diese Peptid-MHC-Komplexe werden schließlich an der DC-Oberfläche 
präsentiert, wo sie von T-Zellen mittels des T-Zell-Rezeptors (TCR) erkannt 
werden. 
Klassischerweise werden Peptide von endogenen (in der Zelle synthetisierten) 
Proteinen auf MHCI-Molekülen CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten präsentiert, 
während Peptide von extrazellulären Antigenen auf MHCII-Molekülen CD4+ 
T-Helferzellen präsentiert werden (Heath and Carbone, 2001). Durch einen 
weiteren Mechanismus, genannt Antigenkreuzpräsentation, ist zudem die 
Präsentation von extrazellulären Antigenen auf MHCI-Molekülen zur Aktivierung 
von CD8+ T-Zellen möglich (Bevan, 1976; Kurts et al., 2010; Norbury et al., 2004). 
2.6.1 Mechanismus der Antigenpräsentation auf MHCI-Molekülen 
MHCI-Moleküle werden von allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Für die 
Präsentation von endogenen Antigenen auf MHCI-Molekülen werden neu 
synthetisierte Proteine im Zytosol durch das Proteasom zerkleinert, über einen 
spezialisierten Transporter (TAP, transporter associated with antigen processing) 
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in das endo-plasmatische Retikulum (ER) gebracht und dort durch die 
Aminopeptidase ERAP (endoplasmic reticulum aminopeptidase) auf die für MHCI-
Moleküle erforderliche Länge (8–9 Aminosäuren) gestutzt (Blanchard et al., 2010). 
Im ER werden MHCI-Moleküle, bestehend aus einer schweren und einer leichten 
Kette (β2-Mikro-globulin, β2m), mittels eines Proteinkomplexes aus Tapasin, 
ERp57 und Calreticulin mit den antigenen Peptiden beladen (Cresswell et al., 1999; 
Purcell and Elliott, 2008). Anschließend werden die beladenen MHCI-Moleküle 
über den Golgi-Apparat an die Zellmembran transportiert (Abbildung 2-6).  
 
Abbildung 2-6: Mechanismus der klassischen Antigenpräsentation auf MHCI-Molekülen.  
Für die Präsentation intrazellulärer Antigene auf MHCI-Molekülen werden Proteine zunächst im Zytosol durch 
das Proteasom abgebaut, die dabei entstehenden Peptide gelangen über TAP ins ER und werden dort auf 
MHCI-Moleküle geladen. Die resultierenden Peptid-MHCI-Komplexe werden an die Plasmamembran 
transportiert und dort von CD8+ T-Zellen erkannt. ERAD: ER-assoziierte Degradation. Abbildung angepasst aus 
(Neefjes et al., 2011). 
2.6.2 Mechanismus der Antigenpräsentation auf MHCII-Molekülen 
Im Gegensatz zu MHCI-Molekülen werden MHCII-Moleküle in erster Linie auf 
professionellen APCs exprimiert. Die transmembranen α- und β-Ketten von MHCII-
Molekülen werden im ER hergestellt und mit der invarianten Kette Ii verknüpft. 
Direkt nach ihrer Synthese im ER gelangen MHCII-Moleküle über den Golgi in 
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Lysosomen. Dort wird Ii abgebaut, jedoch bleibt ein Klasse II-assoziiertes Ii Peptid 
(CLIP) zurück. Mit Hilfe des Proteins HLA-DM wird CLIP schließlich durch ein 
antigenes Peptid ersetzt, welches von extrazellulären Proteinen abstammt. Diese 
Peptide werden in Lysosomen mittels Proteolyse, beispielsweise durch Cathepsine, 
generiert (Watts, 2001) und haben idealerweise eine Länge von 18–20 
Aminosäuren (O'Brien et al., 2008). Schließlich werden die Peptid-MHCII-
Komplexe an die Zellmembran transportiert und dort von CD4+ T-Zellen erkannt 
(Abbildung 2-7).  
 
Abbildung 2-7: Die molekularen Mechanismen der Antigenpräsentation auf MHCII-Molekülen. 
MHCII-Moleküle bestehen aus einer α- und einer β-Kette und werden im ER mit der invarianten Kette Ii 
zusammengebaut. Sie werden über den Golgi in MHCII-Kompartimente transportiert, wo sie auf endozytierte 
Proteine treffen. Durch Proteasen werden die Proteine und Ii degradiert und die entstandenen Peptide werden 
auf die MHCII-Moleküle geladen. Diese Komplexe werden anschließend an die Zellmembran transportiert und 
von CD4+ T-Zellen erkannt. Abbildung verändert aus (Neefjes et al., 2011). 
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2.6.3 Antigenkreuzpräsentation 
Bei der Antigenkreuzpräsentation werden extrazelluläre Antigene auf MHCI-
Molekülen zur Aktivierung von CD8+ T-Zellen präsentiert. Wie oben bereits 
beschrieben, müssen naive CD8+ T-Zellen zunächst durch reife APCs aktiviert 
werden, um ihre Effektorfunktion ausführen zu können (2.2). Für den Fall, dass ein 
intrazelluläres Antigen nicht direkt APCs infiziert oder eine Tumorzelle nicht von 
einer APC abstammt, müssen APCs in der Lage sein, auch extrazelluläre Antigene 
auf MHCI-Molekülen zu präsentieren und so eine zytotoxische CD8+ T-Zellantwort 
zu initiieren. Auf Grund dessen ist die Kreuzpräsentation ein wichtiges Instrument 
zur Bekämpfung von Tumorzellen oder Viren, die nicht direkt APCs infizieren 
(Heath and Carbone, 2001; Joffre et al., 2012). 
 
Die Entscheidung darüber, ob ein extrazelluläres Antigen klassisch auf MHCII-
Molekülen präsentiert wird oder auf MHCI-Molekülen kreuzpräsentiert wird, fällt 
schon bei der Antigenaufnahme. In diesem Sinne stellt die Scavengerrezeptor (SR)-
vermittelte Endozytose oder Pinotzytose Antigene in Lysosomen für die MHCII-
Präsentation zur Verfügung, während die Mannoserezeptor (MR)-vermittelte 
Endozytose Antigene direkt in frühe Endosomen leitet, von wo aus sie effektiv 
kreuzpräsentiert werden können (Burgdorf et al., 2007). Auch die 
Antigenaufnahme via CD40 (Chatterjee et al., 2012), DC-SIGN (Halsregion) (Tacken 
et al., 2011) und Fc-Rezeptoren (Giodini et al., 2009) begünstigt Kreuzpräsentation. 
 
Die molekularen Mechanismen der Antigenkreuzpräsentation sind bisher noch 
nicht endgültig geklärt. Zwei Hauptsignalwege für die Kreuzpräsentation wurden 
in den letzten Jahren beschrieben. 
Einerseits gibt es den TAP- und Proteasom-unabhängigen vakuolären Signalweg, 
bei dem das Antigen direkt in den Endosomen durch Proteasen abgebaut wird und 
auf MHCI-Moleküle geladen wird (Bertholet et al., 2006; Kurotaki et al., 2007; Shen 
et al., 2004). In dem zweiten, häufiger beschriebenen Signalweg, dem sogenannten 
zytosolischen Signalweg, wird das Antigen aus dem Endosom ins Zytoplasma 
transportiert, wo es durch das Proteasom abgebaut wird (Abbildung 2-8) 
(Burgdorf et al., 2008; Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Palmowski et al., 
2006; Rock and Shen, 2005). 
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Für den weiteren Verlauf der Kreuzpräsentation gibt es zwei Möglichkeiten. Lange 
Zeit wurde angenommen, dass die vom Proteasom generierten Peptide, parallel 
zur klassischen MHCI-Präsentation, über TAP ins ER transportiert werden und 
dort auf MHCI-Moleküle geladen werden (Abbildung 2-8) (Ackerman et al., 2005; 
Firat et al., 2007). Mehrere Gruppen haben allerdings eine weitere Möglichkeit 
postuliert, die den Rücktransport der antigenen Peptide in Endosomen oder 
Phagosomen über TAP beinhaltet (Ackerman et al., 2003; Burgdorf et al., 2008; 
Houde et al., 2003). Dort werden die Peptide von einer speziellen Insulin-
regulierten Aminopeptidase (IRAP) weiter gekürzt (Saveanu et al., 2009; 
Weimershaus et al., 2012) und auf MHCI-Moleküle geladen (Abbildung 2-8). 
Die exakten molekularen Mechanismen der Antigenkreuzpräsentation hängen sehr 
stark von der Art des Antigens, dem endozytotischen Rezeptor und den 
untersuchten APCs ab.  
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Abbildung 2-8: Molekulare Mechanismen der Antigenkreuzpräsentation. 
Bedingt durch die Aufnahme über spezielle Rezeptoren werden Antigene in frühe Endosomen aufgenommen. 
Diese werden durch die Funktion der NADPH Oxidase 2 (NOX2) aktiv alkalisch gehalten und verhindern so 
den schnellen Abbau der Antigene. Im vakuolären Signalweg (1) werden die Proteine durch Proteasen im 
Endosom abgebaut, mittels IRAP weiter angepasst und auf MHCI-Moleküle geladen. Im zytosolischen 
Signalweg (2) werden die Proteine über die endosomale Membran hinweg ins Zytoplasma transportiert, 
möglicherweise vermittelt über Sec61. Nach proteasomalem Abbau werden die Peptide über TAP ins ER oder 
zurück in das gleiche frühe Endosom transportiert und auf MHCI-Moleküle geladen. Abbildung angepasst aus 
(Schuette and Burgdorf, 2014). 
 
2.6.3.1 MR-vermittelte Kreuzpräsentation des Modellantigens Ovalbumin 
Der Mechanismus für die Kreuzpräsentation von löslichem Ovalbumin (OVA) in 
murinen BMDCs wurde in den letzten Jahren ausgiebig in unserer Gruppe 
untersucht. Eine wichtige Voraussetzung für die OVA-Kreuzpräsentation in BMDCs 
ist die Aufnahme des Antigens über den MR und die Weiterleitung in stabile frühe 
Endosomen (Burgdorf et al., 2007; Burgdorf et al., 2006). 
Die MR-abhängige Kreuzpräsentation von OVA ist Proteasom-abhängig (Burgdorf 
et al., 2006), das Antigen muss also aus dem Endosom in das Zytosol gelangen. Die 
genaueren molekularen Mechanismen dieses Antigenexports ins Zytoplasma sind 
bisher noch nicht ausreichend untersucht. Nach neuesten Erkenntnissen spielt 
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hierbei die ER-assoziierte Degradations-Maschinerie (ERAD), welche auch für den 
Transport von fehlgefalteten Proteinen aus dem ER ins Zytoplasma verantwortlich 
ist (Olzmann et al., 2013), eine wichtige Rolle (Ackerman et al., 2006; Giodini and 
Cresswell, 2008; Zehner et al., 2011). Sec61 und Derlin1, beides Mitglieder der  
ERAD-Maschinerie, sind hierbei zwei potenzielle Kandidaten um den 
erforderlichen Porenkomplex für den Antigentransport durch die endosomale 
Membran zu bilden (Ackerman et al., 2006; Imai et al., 2005; Lilley and Ploegh, 
2004; Ye et al., 2004). Ihre tatsächliche Rolle muss allerdings in zukünftigen 
Studien weiter untersucht werden. 
Weiterhin wird der AAA ATPase p97 mittlerweile eine wichtige Funktion bei der 
Antigenkreuzpräsentation zugeschrieben (Ackerman et al., 2006; Zehner et al., 
2011). Sie liefert die erforderliche Energie für den Antigentransport ins 
Zytoplasma und wird durch Polyubiquitinreste am zytoplasmatischen Teil des MR 
an die Kompartimente rekrutiert, in denen sich die Antigene für die 
Kreuzpräsentation befinden (Zehner et al., 2011). Die AAA ATPase p97 ist 
möglicherweise auch in die Rekrutierung des Proteasoms an diese Kompartimente 
involviert.  
Nach dem proteasomalen Abbau des Antigens werden die dabei generierten 
Peptide über den TAP Transporter wieder in die gleichen früh-endosomalen 
Kompartimente befördert (Burgdorf et al., 2008). Wie Studien mit Endotoxin-
freiem OVA und Knockout-Mäusen ergeben haben, erfolgt die für die OVA-
Kreuzpräsentation erforderliche Rekrutierung des TAP-Transporters an frühe 
Endosomen TLR4- und MyD88-abhängig (myeloid differentiation primary response 
gene 88) (Burgdorf et al., 2008). In den Endosomen werden die Peptide schließlich 
auf MHCI-Moleküle geladen und an die Zellmembran transportiert, wo sie von 
CD8+ T-Zellen erkannt werden. 
2.7 Das (Immuno-) Proteasom 
Bei der Herstellung von antigenen Peptiden für die Präsentation auf MHCI-
Molekülen spielt das 26S Proteasom eine entscheidende Rolle (Rock et al., 1994). 
Hierbei handelt es sich um einen großen Proteinkomplex mit Proteaseaktivität, 
welcher hauptsächlich für den Abbau ubiquitinierter Proteine im Zytoplasma und 
somit für den Erhalt der zellulären Homöostase verantwortlich ist (Ciechanover, 
2005). Auf diese Weise reguliert das Proteasom vielfältige grundlegende zelluläre 
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Prozesse wie den Zellzyklus, Veränderung von Oberflächenrezeptoren und 
Ionenkanälen, Differenzierung, DNA-Reparatur und Apoptose (Schwartz and 
Ciechanover, 1999). 
2.7.1 Die Struktur des 26S Proteasoms 
Das 26S Proteasom setzt sich aus einem 20S katalytischen Kernkomplex und zwei 
19S regulatorischen Komplexen zusammen (Voges et al., 1999). Das 20S 
Proteasom besteht aus 28 Untereinheiten (UE), die sich in vier übereinander 
gestapelten Ringen aus je sieben UE organisieren. Die beiden äußeren Ringe 
werden durch jeweils sieben α-UE, die inneren Ringe, das katalytische Zentrum, 
werden aus je sieben β-UE zusammengesetzt. Hierbei wird die katalytische 
Aktivität über die β1-, β2- und β5-UE vermittelt (Abbildung 2-9). Die 19S 
regulatorischen Komplexe setzen sich aus Basis und Deckel zusammen und 
vermitteln die Aktivierung des 20S Komplexes und die Bindung ubiquitinierter 
Substrate. 
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Abbildung 2-9: Das 26S Proteasom. 
Die 28 UE des 20S Proteasoms formen vier Ringe zu je sieben UE. Die beiden äußeren Ringe beinhalten die α-
UE, die β-UE befinden sich in den inneren Ringen und vermitteln die katalytische Aktivität (β1-, β2- und β5-
UE). Die 19S Regulator-Komplexe bestehen aus einer Basis mit ATPase-Aktivität und einem Deckel. Zwei 19S 
Regulator-Komplexe und ein 20S Kernstück bilden zusammen das 26S Proteasom. Verändert aus (Kloetzel, 
2001). 
 
In Zellen hämatopoetischen Ursprungs (beispielsweise DCs) und in Zellen unter 
dem Einfluss des Zytokins Interferon γ (IFN γ) werden die drei katalytischen 
Untereinheiten β1, β2, und β5 des Standardproteasoms im Zuge der de novo 
Synthese durch drei induzierbare katalytische Untereinheiten β1i/LMP2 (low 
molecular mass protein 2), β2i/MECL1 (multicatalytic endopeptidase complex like 
1) und β5i/LMP7 ersetzt (Macagno et al., 1999; Tanaka, 1994) (Abbildung 2-10). 
Das hieraus resultierende 26S Proteasom mit einer modifizierten UE-
Zusammensetzung wird Immunoproteasom genannt, da zwei der induzierbaren 
UE (LMP2 und LMP7) im MHCII-Lokus kodiert sind (Kelly et al., 1991; Ortiz-
Navarrete et al., 1991).  
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Abbildung 2-10: Die Untereinheitzusammensetzung des (Immuno-) Proteasoms. 
β1, β2 und β5 sind die proteolytischen Untereinheiten des konstitutiven Proteasoms. Im Immunoproteasom 
sind diese Untereinheiten durch die Immunoproteasom-UE β1i (LMP2), β2i (MECL1) und β5i (LMP7) ersetzt. 
Im Vergleich zum Standardproteasom zeigt das Immunoproteasom eine gesteigerte Chymotrypsin-ähnliche 
Aktivität und eine reduzierte Caspasen-ähnliche Aktivität. Abbildung angepasst aus (Groettrup et al., 2010). 
2.7.2 Die Bedeutung des Immunoproteasoms bei der Immunantwort 
Der Einbau der katalytischen Immuno-UE führt zu strukturellen Veränderungen 
der Substratbindestelle und beeinflusst so die Präferenz für Schnittstellen sowie 
die Schneiderate bei der Generierung antigener Peptide (Boes et al., 1994; 
Kuckelkorn et al., 1995). Auf diese Weise verbessert das Immunoproteasom 
sowohl die Qualität als auch die Quantität der hergestellten MHCI-spezifischen 
Peptide (de Verteuil et al., 2010). Die beiden Proteasom-Typen zeigen 
infolgedessen unterschiedliche Fähigkeiten, bestimmte Epitope herzustellen, 
wobei das Immunoproteasom für die Generierung zahlreicher MHCI-Epitope 
unabdingbar ist (Kincaid et al., 2012; Morel et al., 2000; Schultz et al., 2002; Sijts et 
al., 2000a; Van Kaer et al., 1994).  
Bisher wurden Hinweise auf eine Rolle des Immunoproteasoms bei der 
Antigenkreuzpräsentation in vitro nur indirekt durch die Verwendung genereller 
Proteasominhibitoren in DCs gewonnen (Ackerman and Cresswell, 2004; Burgdorf 
et al., 2006). Einen ersten spezifischen Nachweis über die Rolle des 
Immunoproteasoms bei der in vivo Kreuzpräsentation lieferte die Studie von 
Palmowski et al. Wie sie mit Hilfe von Knockout-Mäusen zeigt, benötigen weibliche 
Empfängermäuse die Immunoproteasom-UE LMP7, um das männliche HY H2-Kb 
Epitop, welches ausschließlich vom Immunoproteasom generiert wird, in vivo 
kreuzpräsentieren zu können (Palmowski et al., 2006).  
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2.8 Therapeutische Vakzinierung mit synthetischen langen Peptiden  
Detailliertes Wissen über mechanistische Vorgänge während der 
Antigenkreuzpräsentation ist eine wichtige Voraussetzung, um vorhandene 
Impfstoffe zu verbessern und neue effektive Impfstoffe zu entwickeln. 
Das zentrale Ziel der therapeutischen Vakzinierung im Rahmen der 
Krebsimmuntherapie ist das Auslösen einer starken, zellvermittelten 
Immunantwort, die in der Lage ist, gezielt entartete Zellen anzugreifen und zu 
töten (Melief and van der Burg, 2008). In den letzten Jahren hat sich eine neue 
Klasse an Vakzinen, die synthetischen langen Peptide (SLPs), gegenüber den 
Proteinvakzinen und den kurzen Peptiden durchgesetzt. Synthetische lange 
Peptide enthalten einerseits die Epitopsequenz des Ursprungsproteins, die eine 
Immunantwort hervorrufen kann, und sind andererseits länger als das eigentliche 
MHC-Epitop, sodass sie in APCs aufgenommen und prozessiert werden müssen, 
um eine Immunantwort zu induzieren (Melief and van der Burg, 2008). Auf diese 
Weise überwinden sie einen entscheidenden Nachteil der kurzen Peptide, welche 
direkt an die MHCI-Moleküle aller kernhaltigen Zellen binden und nicht durch 
APCs prozessiert werden müssen. Die Bindung der kurzen Peptide an nicht-APCs 
in vivo führt dann zu einer Präsentation ohne kostimulierendes Signal, was 
Toleranz und Anergie hervorruft (Toes et al., 1996a; Toes et al., 1996b). 
SLPs hingegen sind stabiler, leicht zu synthetisieren, zeigen kaum 
Nebenwirkungen und sind je nach Design in der Lage, sowohl eine zytotoxische T-
Zell-Antwort als auch eine T-Helfer-Antwort auszulösen (Yamada et al., 2013). 
Tatsächlich wurden SLPs des humanen Papillomavirus 16 (HPV16) in den letzten 
Jahren schon erfolgreich in präklinischen Studien zur therapeutische Vakzinierung 
angewendet und waren in der Lage, eine potente CD4+ und CD8+ T-Zell-Antwort 
hervorzurufen (Bijker et al., 2008; Kenter et al., 2008; Kenter et al., 2009). Auch in 
der Krebsimmuntherapie gegen kolorektalen Krebs (Speetjens et al., 2009) und 
Ovarialkarzinom (Sabbatini et al., 2012) konnten SLP-basierte Impfstoffe eine 
starke Immunantwort induzieren. 
Die Gruppen um Ossendorp und Melief haben kürzlich erstmalig die genaueren 
Mechanismen der Aufnahme, Prozessierung und Präsentation von SLPs in DCs 
untersucht (Rosalia et al., 2013). Im Vergleich zum kompletten Protein werden die 
SLPs schneller und effektiver in DCs aufgenommen und an CD4+ und CD8+ T-Zellen 
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präsentiert. Die Prozessierung für die Präsentation auf MHCI erfolgt dabei 
Proteasom- und TAP-abhängig (Rosalia et al., 2013).  
In weiteren Studien konnte die Effektivität von SLPs durch Verpacken in PLGA-
Nanopartikel (poly lactic-co-glycolic acid) (Silva et al., 2013), durch spezifisches 
Targeting mittels Antikörpern (Kreutz et al., 2012) oder durch Verwendung von 
SLPs-TLRL-Konjugaten (Khan et al., 2007) weiter verbessert werden. Eine weitere 
gängige Methode, Antigene für die Aufnahme in DCs zu spezialisieren, ist das 
Anhängen von Mannoseresten.  
2.8.1 Targeting des MR zur Verbesserung von Vakzinen 
Seine Funktion bei der Antigenaufnahme und die Tatsache, dass er Antigene direkt 
in Kompartimente leitet, von wo aus sie effektiv kreuzpräsentiert werden 
(Burgdorf et al., 2007; Burgdorf et al., 2006; Burgdorf et al., 2008), machen den MR 
zu einem interessanten Objekt für zielgerichtete Impfstrategien. 
In den letzten Jahren wurden diverse Strategien zur MR-gerichteten Vakzinierung 
untersucht, einerseits durch Verwendung natürlicher oder synthetischer Liganden 
des MR oder auch mit Hilfe von spezifischen monoklonalen Antikörpern (mAb). 
Wie die Fülle an Studien in den letzten Jahren deutlich gezeigt hat, hängt der 
Charakter der hervorgerufenen Immunantwort (TH1, TH2, CTL, inflammatorische 
Zytokine) sehr stark von der Art und Spezifität des MR-Liganden/mAb ab 
(Apostolopoulos et al., 2000; Chieppa et al., 2003; Hashimoto et al., 2006; Hattori et 
al., 2004; He et al., 2007; Jain et al., 2005; Kawakami et al., 2000; Kim et al., 2006; 
Ramakrishna et al., 2004). 
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3 Zielsetzung 
Das Hauptziel der therapeutischen Vakzinierung ist es, eine starke T-Zell-
vermittelte, zytotoxische Immunantwort hervorzurufen. Die Kreuzpräsentation 
extrazellulärer Antigene ist eine wichtige Voraussetzung für das Auslösen einer 
effektiven zytotoxischen T-Zell-Antwort zur Bekämpfung von Tumorzellen oder 
virusinfizierter Zellen, die keine APCs sind. Da der MR Antigene speziell für die 
Antigenkreuzpräsentation in DCs zur Verfügung stellt, ist er ein ideales Ziel für 
eine gerichtete Antigenaufnahme in DCs im Zuge der therapeutischen 
Vakzinierung. Weiterhin haben sich synthetische lange Peptide in den letzten 
Jahren als effektive therapeutische Vakzine etabliert.  
Vor diesem Hintergrund ist das Hauptziel dieser Arbeit, durch Mannosylierung von 
SLPs ihre spezifische MR-vermittelte Aufnahme in DCs zu erhöhen und auf diese 
Weise letztendlich ihre Kreuzpräsentation zu verbessern. Ergänzend soll 
untersucht werden, ob die Mannosylierung von synthetischen langen Peptiden 
eine Möglichkeit bietet, die Antigenkreuzpräsentation in vivo effektiver zu 
gestalten und damit die Wirksamkeit von SLPs im Rahmen der therapeutischen 
Vakzinierung zu optimieren.  
Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren sind die exakten molekularen 
Mechanismen der Antigenkreuzpräsentation noch nicht endgültig aufgedeckt. Eine 
dieser offenen Fragen, die Rolle des Immunoproteasoms bei der 
Antigenkreuzpräsentation, soll im Rahmen dieser Arbeit geklärt werden. Speziell 
die Rekrutierung des Immunoproteasoms an die Kreuzpräsentationsmaschinerie 
soll untersucht werden. Um die Proteinzusammensetzung Antigen-haltiger 
Endosomen zu analysieren, wurde in den letzten Jahren in unserem Labor die 
Methode der endosomalen Durchflusszytometrie entwickelt (Zehner et al., 2012). 
Im Rahmen dieser Arbeit soll die Methode genutzt werden, um die Rekrutierung 
des Immunoproteasoms an OVA-haltige Endosomen zu untersuchen.  
Auch die exakten Vorgänge bei der MR-Internalisierung und der Antigenaufnahme 
sind bisher nur unzureichend beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit sollen 
deshalb das dabei verwendete Internalisierungssignal im zytoplasmatischen Teil 
des MR sowie das verantwortliche Adaptermolekül identifiziert werden.  
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4 Material 
4.1 Verbrauchsmaterial, Plastikware 
Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle Plastikwaren von der Firma Sarstedt 
bezogen. 
Material Anbieter 
24-Well Platte TPP 
96-Well Platte TPP 
Bottle Top Filter  Corning 
Cryo Tubes Nunc 
Einmalspritzen BD Plastipak 
Einwegkanu len B. Braun Petzold 
Elektroporationsku vetten 4 mm Bio-Rad Laboratories 
ELISA Platten, high binding, flat 
bottom, 96-Well 
Greiner Bio-One GmbH 
Metall-Zellsiebe Eigenbau 
Nitrozellulosemembran 0,2 µm Whatman plc/ GE Healthcare 
Objekttra ger und Deckgla schen Carl Roth GmbH 
PD10 Sa ulen GE Healthcare 
Pipettenspitzen mit Filter Axygen Scientific, Inc 
Spritzenvorsatzfilter 0,2 µm/0,45 µm Whatman plc/ GE Healthcare 
Whatman Filterpapier Whatman plc/ GE Healthcare 
Zellsiebe 40 µm BD 
4.2 Chemikalien, Reagenzien 
Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Chemikalien von der Firma Carl Roth 
GmbH bezogen. 
Chemikalie/Reagenz Anbieter 
2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsäure) (ABTS) 
Sigma-Aldrich 
4',6-Diamidin-2-Phenylindol (Dapi) Sigma-Aldrich 
AccuPrime DNA Polymerase Life Technologies 
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Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich 
Ampicillin Carl Roth GmbH 
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester eBioscience  
Complete EDTA-free Proteaseinhibitor Roche Applied Science 
DNA-Leiter 1 kb New England Biolabs GmbH 
DNA-Leiter 100 bp New England Biolabs GmbH 
ECL Substrat Pierce/ Thermo Scientific 
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce/ Thermo Scientific 
Ficoll-Paque Premium 1.084 GE Healthcare 
G418 PAA/ GE Healthcare 
Gentamicin GE Healthcare 
Glutathion Sigma-Aldrich 
Hoechst 33258  Life Technologies 
IC Fixation Puffer  eBioscience 
IL-2, rekombinant eBioscience 
Iodoacetamid Sigma-Aldrich 
Kanamycin Carl Roth GmbH 
Lipofectamine 2000 Life Technologies 
Lucifer Yellow Life Technologies 
Mannan Sigma-Aldrich 
MHCI OVA Peptid (257-264)  Tebu-Bio 
MHCII OVA Peptid (323-339) Tebu-Bio 
Mounting Medium Rezept der AG Thiele 
Neutravidin-Horseradish Peroxidase Pierce/ Thermo Scientific 
Nonidet P-40 Substitut Sigma-Aldrich 
OptiMEM Life Technologies 
Ovalbumin Sigma Aldrich 
Ovalbumin-Alexa647/488 Life Technologies 
Permeabilisierungspuffer 10x eBioscience 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) Biochrom/Merck Millipore 
Phusion High Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs GmbH 
Polybren Sigma-Aldrich 
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Ponceau S Sigma-Aldrich 
Protein A/G PLUS-Agarose Santa Cruz Biotechnologie 
ColorPlus™ Prestained Protein Ladder, 
Broad Range (10-230 kDa) 
New England Biolabs GmbH 
Restriktionsenzyme New England Biolabs GmbH 
RNase-Exitus Plus AppliChem GmbH 
SYBR Safe DNA Gel Stain Life Technologies 
T4-DNA-Ligase New England Biolabs GmbH 
Transferrin-Alexa488 Life Technologies 
Tween20 Sigma-Aldrich 
4.3 Kommerzielle Reaktionssysteme, Kits 
Kit Anbieter 
mMESSAGE mMACHINE T3 Kit  Ambion, Applied Biosystems 
mMESSAGE mMACHINE T7 Kit Ambion, Applied Biosystems 
Nucleo Bond Xtra Midi Plus Kit  Macherey-Nagel GmbH 
Nucleo Spin Gel and PCR Clean-up Kit Macherey-Nagel GmbH 
Poly-A Tailing Kit  Ambion, Applied Biosystems 
Q5® site-directed mutagenesis Kit New England Biolabs GmbH 
RNeasy Mini Kit  Qiagen GmbH 
  
4.4 Puffer und Lösungen 
4.4.1 Puffer und Medien für die Zellkultur 
Alle Zellkulturmedien und -zusätze wurden von der Firma PAA/GE Healthcare 
bezogen. 
o 2x BBS für DNA Transfektion:  
50 mM BES; 280 mM NaCl; 1,5 mM Na2HPO4; pH 7 
o 2,5 M CaCl2 
o Red Blood Cell (RBC) Lysepuffer: 
155 mM NH4Cl; 12 mM NaHCO3; 0,1 mM EDTA; steril filtriert 
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o BMDC (bone marrow-derived dendritic cell) Medium: 
IMDM; 10 % FCS Clone; 100 Units/ml Penicillin; 0,1 mg/ml Streptomycin; 
50 µM -Mercaptoethanol; 2,5–10 % (v/v) Überstand von R1 Zellen (GM-CSF 
haltig) 
o T-Zell-Medium: 
RPMI 1640; 10 % FCS; 100 Units/ml Penicillin; 0,1 mg/ml Streptomycin; 
50 µM -Mercaptoethanol; 2 mM L-Glutamin 
o Hek293T Medium: 
DMEM (4,5 g/l Glucose); 10 % FCS Clone; 1 mM Natriumpyruvat 
o R1-Medium (GM-CSF produzierende Zellen): 
IMDM; 10 % FCS Clone; 100 Units/ml Penicillin; 0,1 mg/ml Streptomycin; 
50 µM -Mercaptoethanol 
4.4.2 Puffer für DNA-Isolierung und -Analyse 
o Mini-Präp Lösung I (Resuspension): 
50 mMTris-HCl pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 µg/ml RNase A; Lagerung bei 4 °C 
o Mini-Präp Lösung II (Lyse): 
200 mM NaOH; 1 % (v/v) SDS 
o Mini-Präp Lösung III (Neutralisation): 
5 M KAc pH 5,5 
o 50x TAE-Puffer (Tris-Acetat):  
2 M Tris; 1 M Essigsäure; 0,05 M EDTA; pH 8,2–8,4 
o 6x DNA Ladepuffer: 
30 % (v/v) Glycerin; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 69,75 % dH2O 
4.4.3 Puffer für SDS-PAGE und Western Blot 
o NP40 Lysepuffer:  
50 mM Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl ; 1 % (v/v) NP-40 
unmittelbar vor Verwendung wurde Proteinaseinhibitor zugegeben 
o sMR Lysepuffer: 
10 mM Tris-HCl pH 8; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 2 % (v/v) Triton X-100 
unmittelbar vor Verwendung wurde Proteinaseinhibitor zugegeben 
 
MATERIAL 
 
 
  
31 
o 4x Lämmli-Puffer: 
250 mM Tris pH 6,8; 8 % (v/v) SDS; 40 % (v/v) Glycerol; 0,01 % (w/v) 
Bromphenolblau; (10 % (v/v) -Mercaptoethanol) 
o SDS-Gel (Sammel- und Trenngel): 
 8 % Trenngel 10 % Trenngel 12 % Trenngel Sammelgel 
H2O 2,3 ml 1,9 ml 1,6 ml 1,2 ml 
30 % Acrylamid 1,3 ml 1,7 ml 2 ml 330 µl 
1,5 M Tris pH 8,8 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml  
1 M Tris pH 6,8    250 µl 
10 % APS 50 µl 50 µl 50 µl  20 µl 
10 % SDS 50 µl 50 µl 50 µl 20 µl 
TEMED 3 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
 
o SDS Laufpuffer:  
25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % (v/v) SDS 
o Towbin’s Transfer Puffer:  
25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; (0,1 % (v/v) SDS) 
o TBST:  
50 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween20 
4.4.4 Puffer für ELISA 
o Coating Puffer: 
0,1 M NaHCO3; pH 8,2 
o Waschpuffer: 
0,05 % (v/v) Tween20 in PBS 
o ABTS Puffer: 
0,1 M Zitronensäure; pH 4,35 
o ABTS Substratlösung: 
1 mg/ml ABTS in ABTS Puffer; 15 µl H2O2/10 ml Puffer 
o Blockierpuffer: 
1 % (w/v) BSA in PBS 
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4.4.5 Puffer für Durchflusszytometrie 
o FACS-Puffer: 
0,1 % (w/v) BSA; 0,005 % (w/v) NaN3 in PBS 
o Permeabilisierungspuffer: 
0,1 % (v/v) Triton X-100 in FACS-Puffer 
o MES Puffer (Homogenisierungspuffer) für Endosomenpräparation: 
25 mM MES; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF frisch zugegeben; pH 6,5; filtriert 
durch 0,2 µm Filter 
4.5 Antikörper 
Antigen Klon/ 
Bezeichnung 
Firma Anwendung 
Aktin — Sigma-Aldrich WB 
alpha Adaptin AP6 Pierce IP 
CD11c N418 eBioscience FACS 
CD11b M1/70 eBioscience FACS 
CD206 (Mannoserezeptor) MR5D3 AbD Serotec WB, IF, FACS 
CD206 intrazellulär C-20 Santa Cruz FACS 
CD4 YTS191.1 AbD Serotec FACS 
CD40 3/23 AbD Serotec FACS 
CD8 53-6.7 eBioscience FACS 
CD80 16.10A1 eBioscience FACS 
CD86 PO3 AbD Serotec FACS 
EEA1 H-300 Santa Cruz FACS, IF 
IgG Isotyp P3.6.2.8.1 eBioscience IP 
IL-2-Biotin JES6-5H4 eBioscience ELISA 
IL-2  JES6-1A12 eBioscience ELISA 
LAMP1 1D4B BD Bioscience IF 
LMP2 — Abcam WB 
LMP7 — Abcam WB 
Lucifer Yellow-Biotin — Life Technologies IF 
MHCI H2-Kb AF6-88.5 AbD Serotec FACS 
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MHCII I-Ab AF6-120.1 eBioscience FACS 
Rab5 D-11 Santa Cruz FACS 
TAP-1 E-20 Santa Cruz FACS 
 
Alle sekundären Antikörper wurden von Santa Cruz Biotechnologie (HRP-
gekoppelte Antikörper für Western Blot) oder von Life Technologies (Alexa-
gekoppelte Antikörper für Durchflusszytometrie und Immunofluoreszenz) 
bezogen. 
4.6 Primer 
Name Sequenz 
pMR Not Xba for gatcga gcggccgc gcattctagacccctacagtaatgc 
pMR EcoRI AclI rev gcgcgc gaattc aacgtt gcctcttgaggtatgtgcaacgcatg 
pMR Y1428A EcoRI 
AclI for 
gcgcgc gaattc aacgtt tgaaaacactctc gcc 
ttcaacagtaatctgagtcc 
T7 promotor rev taatacgactcactataggg 
pMR YF1428,29AA 
EcoRI AclI for 
gcgcgc gaattc aacgtt tgaaaacactctc gcc gcc 
aacagtaatctgagtcc 
pMR F1429A EcoRI 
AclI for 
gcgcgc gaattc aacgtt tgaaaacactctctac gcc 
aacagtaatctgagtcc 
MR L1443P M1444A 
BamHI for 
ccaggaacaagtgacacgaaggatcccgcgggcaacatcgagcagaatg 
pMR M1444A BglII for ccaggaacaagtgacacgaaagatctcgcgggcaacatcgagcagaatg 
SDM-MR-M6P-MR_F gctgtctatatcattgggggtttcttatacaagaaaaggcatgcgttg 
SDM-MR-M6P-MR_R aaccaatgatgcaaatatgacaagtaagattgctttagaagagcccttg 
SDM-MR-M6P-stop_F tgtctatatcattgggggtttcttatactaacccggggtcgacctcgag 
4.7 Bakterienstämme 
DH5α, XL1Blue 
4.8 siRNA 
siRNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Dharmacon bezogen. Für jedes 
Target-Gen wurden zwei verschiedene Oligos verwendet. Als Kontroll-siRNA 
MATERIAL 
 
 
  
34 
diente spezifische siRNA gegen das Luciferase-Gen, welches in BMDCs nicht 
vorkommt. 
4.9 Peptide 
Die hier verwendeten synthetischen langen Peptide (synthetic long peptides, SLPs) 
des Modellantigens Ovalbumin und des humanen Papillomavirus wurden an der 
Universität Leiden hergestellt.  
o OVA-Peptide MHCI-spezifisch: 
LEQLESIINFEKLAAAAAK 
K(M2)–LEQLESIINFEKLAAAAAK 
LEQLESIINFEKLAAAAAKC-Alexa647 
K(M2)–LEQLESIINFEKLAAAAAKC-Alexa647 
o OVA-Peptide MHCII-spezifisch: 
ESLKISQAVHAAHAEINEAGRAAAAAK 
K(M2)–ESLKISQAVHAAHAEINEAGRAAAAAK 
o HPV16 E7 Peptide: 
GQAEPDRAHYNIVTFCCKCDS 
K(M2)–GQAEPDRAHYNIVTFCCKCDS 
4.10 Plasmide 
Plasmid Beschreibung Herkunft 
pLox-iG lentivirales Transferplasmid mit IRES-GFP 
Sequenz 
Addgene 
pCMVΔ8.74 enthält HIV gag, pol, tat, rev Addgene 
pCMV-VSV-G enthält das VSV-G Hüllprotein Addgene 
pCMV-Tag2b enthält ein Flag-Tag vor der multiple 
cloning site (MSC) 
Addgene 
pEGFP-N1/C1 enthält EGFP nach (N1) bzw. vor der MCS 
(C1) 
Addgene 
pdsRed-N1-LMP2 Expressionsplasmid für Fusionsprotein 
von LMP2 mit C-terminalem dsRed 
Matthias 
Zehner 
pdsRed-N1-LMP7 Expressionsplasmid für Fusionsprotein 
von LMP7 mit C-terminalem dsRed 
Matthias 
Zehner 
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pEGFP-N1-LMP2 Expressionsplasmid für Fusionsprotein 
von LMP2 mit C-terminalem EGFP 
Judith Rauen 
pEGFP-N1-LMP7 Expressionsplasmid für Fusionsprotein 
von LMP7 mit C-terminalem EGFP 
Judith Rauen 
plox-CW-LMP2-
EGFP 
lentivirales Transferplasmid mit Sequenz 
für Fusionsprotein von LMP2 mit C-
terminalem EGFP 
Judith Rauen 
plox-CW-LMP7-
EGFP 
lentivirales Transferplasmid mit Sequenz 
für Fusionsprotein von LMP7 mit C-
terminalem EGFP 
Judith Rauen 
pCMV-MR Expressionsplasmid mit dem WT 
Mannoserezeptor unter Kontrolle des 
CMV-Promotors 
AG Burgdorf 
pLox-iG-MR lentivirales Transferplasmid mit der 
Mannoserezeptorsequenz gefolgt von 
IRES-GFP 
AG Burgdorf 
pCMV-MR Y1429A Expressionsplasmid für den 
Mannoserezeptor mit der Mutation 
Y1429A 
Judith Rauen 
pCMV-MR Y1429A, 
F1430A 
Expressionsplasmid für den 
Mannoserezeptor mit den Mutationen 
Y1429A, F1430A 
Judith Rauen 
pCMV-MR F1430A Expressionsplasmid für den 
Mannoserezeptor mit der Mutation 
F1430A 
Judith Rauen 
pCMV-MR M1445A Expressionsplasmid für den 
Mannoserezeptor mit der Mutation 
M1445A 
Judith Rauen 
pCMV-MR L1444P, 
M1445A 
Expressionsplasmid für den 
Mannoserezeptor mit den Mutationen 
L1444P und M1445A 
Judith Rauen 
pCMV-MR-M6PR-
stop 
Expressionsplasmid für den chimären 
Rezeptor mit extrazellulärer Domäne des 
Judith Rauen 
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MR und Transmembrandomäne des M6PR. 
Der chimäre Rezeptor besitzt keinen 
zytoplasmatischen Teil. 
pCMV-MR-M6PR-
MR 
Expressionsplasmid für den chimären 
Rezeptor mit extrazellulärer Domäne des 
MR, Transmembrandomäne des M6PR und 
zytoplasmatischer Domäne des MR 
Judith Rauen 
4.11 Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Herkunft 
Hek293T humane Fibroblasten, Produzenten-Zellen für 
die Produktion von Lentivirus  
 
Hek-MR  stabile Zelllinie mit Mannoserezeptor-IRES-
GFP-Expression 
Achmet Imam 
Chasan, (Zehner 
et al., 2012) 
Hek-iG  stabile Zelllinie mit IRES-GFP-Expression Achmet Imam 
Chasan, (Zehner 
et al., 2012) 
R1 NIH-3T3 Zellen, stabil transduziert für GM-
CSF-Expression und -Sekretion 
 
B3Z T-Zell-Hybridom, CD8+ T-Zell-Klon, der OVA 
auf MHCI-Molekülen des Haplotyps H-2Kb 
erkennt 
(Karttunen et 
al., 1992) 
4.12 Mausstämme 
Bezeichnung Beschreibung Herkunft 
WT Wildtyp Stamm mit C57BL/6J Hintergrund, 
Haplotyp H-2Kb 
 
MR-/- am Startcodon in Exon 1 wurde ein EGFP 
eingefügt. Es enthält ein Stopcodon, welches 
die Expression des MR verhindert. C57BL/6J 
Hintergrund, Haplotyp H-2Kb 
Lee et al. (2002) 
OTI Rag1-/- Mausstamm mit einem CD8+ T-Zell-Klon, der (Hogquist et al., 
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das OVA257-264 Epitop auf MHCI-Molekülen 
erkennt. Den Mäusen fehlt das Rag1 Gen, 
wodurch sie keine reifen T- und B-Zellen mit 
endogenen Rezeptoren entwickeln. 
1994; 
Mombaerts et 
al., 1992) 
OTII Mausstamm mit einem CD4+ T-Zell-Klon, der 
das OVA323-339 Epitop auf MHCII-Molekülen 
erkennt 
(Barnden et al., 
1998) 
LMP2-/- Mausstamm mit C57BL/6 Hintergrund ohne 
LMP2-Expression 
Van Kaer et al. 
(1994) 
LMP7-/- Mausstamm mit C57BL/6 Hintergrund ohne 
LMP7-Expression 
Fehling et al. 
(1994) 
4.13 Geräte 
Gerät Firma 
Fluoreszenzmikroskop, ApoTome Carl Zeiss 
ChemiDoc MP System Bio-Rad Laboratories 
Elektroporator Gene Pulser Xcell Bio-Rad Laboratories 
Flow Cytometer LSRII BD Biosciences 
Mikrotiterplatten-Photometer 
Multiskan EX  
Thermo Scientific 
4.14 Software 
Software Firma 
Ascent Software Thermo Scientific 
EndNote X5 Thomson Reuters 
Photoshop CS4 Adobe Systems 
Illustrator CS4 Adobe Systems 
Image Lab Software Bio-Rad Laboratories 
Office 2011 for Macintosh Microsoft Corporation 
Nanodrop 2000 Software Thermo Scientific 
Prism 4.0 GraphPad Software, Inc. 
FlowJo 8.8.7 Tree Star, Inc. 
Serial Cloner 2-5 Serialbasics 
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ImageJ National Institutes of Health, 
USA 
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5 Methoden 
5.1 Zellkulturmethoden 
Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C mit einer 
Atmosphäre von 5 % CO2. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen 
Bedingungen durchgeführt. 
5.1.1 Herstellung und Kultivierung von BMDCs 
Zur in vitro Herstellung von dendritischen Zellen aus Knochenmark (bone marrow-
derived dendritic cells, BMDCs) wurden Femur und Tibia aus ca. zwölf Wochen 
alten Mäusen entnommen und Muskel- und Bindegewebe von den Knochen 
entfernt. Unter sterilen Bedingung wurden die Knochenmarkszellen mit Hilfe von 
Spritze und Kanüle mit PBS aus den Knochen gewaschen. Die Zellen wurden durch 
40 µm Zellsiebe filtriert, bei 1200 rpm zentrifugiert und anschließend in 17 ml 
Medium mit granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) auf 
Bakterienschalen (unbehandelte Oberfläche) kultiviert. Durch GM-CSF 
differenzieren die Knochenmarkszellen zu dendritischen Zellen. Die Zellen einer 
Maus wurden auf drei Platten gegeben und nach drei bis vier Tagen im Verhältnis 
1:2 gesplittet. Die Zellen wurden an Tag sieben oder acht für Versuche verwendet, 
es wurden immer sowohl die adhärenten als auch die nicht adhärenten Zellen für 
Versuche verwertet. Das Ablösen der Zellen erfolgte in 3 ml 2 mM EDTA in PBS 
mittels einer 1 000 µl-Pipette durch wiederholtes Pipettieren.  
5.1.2 Handhabung und Kultivierung verschiedener Zelllinien 
5.1.2.1 R1-Zellen 
Die transgene R1-Zelllinie wurde zur Herstellung von GM-CSF verwendet. Bevor 
der GM-CSF-haltige Überstand geerntet werden konnte, wurden die Zellen für ca. 
zehn Tage in 1 mg/ml G418 selektioniert. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen in 
G418-freiem Medium für weitere zehn Tage kultiviert und expandiert und 
anschließend der Überstand geerntet. Je nach GM-CSF-Konzentration in diesem 
Überstand wurden 2,5–10 % (v/v) zum BMDC Medium gegeben.  
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5.1.2.2 Hek-Zellen 
Die Haltung von Hek293T und Hek-MR Zellen erfolgte auf beschichteten 
Zellkulturschalen. Die Zellen wurden jeden zweiten Tag passagiert. Hierfür wurde 
das Medium abgenommen, die Zellen wurden vorsichtig mit PBS gewaschen und 
mit 1,5 ml Trypsin/EDTA von der Zellkulturplatte gelöst. Anschließend wurde die 
Trypsin-Reaktion mit Medium gestoppt und die Zellen wurden bei 1200 rpm 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in neuem Medium aufgenommen und in einer 
1:10 bis 1:15 Verdünnung weiter kultiviert.  
5.1.3 Transfektion und Transduktion von Zellen 
5.1.3.1 Elektroporation von BMDCs mit siRNA 
Durch RNA-Interferenz können in eukaryotischen Zellen zielgerichtet Gene 
abgeschaltet werden. Hierfür kommen kurze RNA-Sequenzen zum Einsatz, die in 
der Zelle an mRNA binden, zur Degradation von mRNA führen und so die 
Translation zum Protein verhindern. 
Die RNA-Interferenz kann in BMDCs sehr erfolgreich angewendet werden, die 
entsprechenden siRNA-Moleküle werden hierbei am besten mittels 
Elektroporation in die Zellen gebracht. Hierbei wird die Zellmembran mit Hilfe 
eines elektrischen Feldes vorübergehend permeabel gemacht, sodass die siRNA-
Moleküle in das Zellinnere gelangen können. Während der gesamten Prozedur 
wurde mit Handschuhen und gestopften Spitzen gearbeitet und alle Flächen und 
Pipetten wurden mit RNase Exitus dekontaminiert, um dem Abbau der siRNA 
durch Ribonukleasen vorzubeugen. 
Zunächst wurden BMDCs an Differenzierungstag drei oder vier geerntet und ein 
Mal in OptiMEM gewaschen. Für die Elektroporation wurden die Zellen in 
OptiMEM in einer Konzentration von 4x106 Zellen/100 µl aufgenommen. Es 
wurden 10 µg siRNA in 10 µl H2O in eine 4 mm Elektroporationsküvette vorgelegt, 
100 µl Zellen (4x106 Zellen) wurden auf die siRNA pipettiert und das Gemisch für 
drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Elektroporation erfolgte in zwei 
Pulsen bei 1000 Volt, in einem Abstand von 0,5 Sekunden und einer Pulsdauer von 
5 Millisekunden. Anschließend wurden die Zellen sofort in warmes Medium 
aufgenommen und in den Brutschrank gestellt. Je nach Halbwertszeit des 
Zielproteins ist das Proteinlevel circa drei bis vier Tage nach der siRNA-
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Elektroporation am geringsten, sodass die Zellen dann für die jeweiligen Versuche 
verwendet wurden. Die tatsächliche Expression des Zielproteins nach der RNA-
Interferenz wurde jeweils in einer Zeitreihe mittels Western Blot überprüft. 
 
5.1.3.2 Calcium-Phosphat-Transfektion 
Für die Calcium-Phosphat-Transfektion im 24-Well-Format wurden 40 000 
Zellen/Well in 500 µl Medium ausplattiert und am nächsten Tag transfiziert. Etwa 
eine Stunde vor der Transfektion erhielten die Zellen 1 ml frisches Medium (ohne 
FCS und Antibiotika). Pro Well wurden 100 ng DNA in einem 
Transfektionsvolumen von 100 µl eingesetzt. Die DNA wurde in einem 
Reaktionsgefäß vorgelegt, mit sterilem H2O auf 45 µl aufgefüllt und mit 5 µl 2,5 M 
CaCl2 versetzt. Dieses DNA-Gemisch wurde unter Luftzufuhr in 50 µl 2xBBS 
pipettiert. Der gesamte Ansatz wurde bei Raumtemperatur für 15 Minuten 
inkubiert, bevor er langsam und tropfenweise auf die Zellen gegeben wurde.  
Das Transfektionsmedium wurde nach 12–16 Stunden durch frisches 
Kulturmedium ersetzt und die Zellen je nach Versuch 24–48 Stunden nach der 
Transfektion verwendet.  
 
5.1.3.3 Lipofektion 
Für die Lipofektion im 24-Well-Format wurden 40 000 Zellen/Well in 500 µl 
Medium am Vortag ausplattiert. Eine Stunde vor der Transfektion wurde das 
Medium erneuert. Pro Well wurden je 50 µl OptiMEM in zwei Tubes vorgelegt, in 
eines wurden 0,8 µl Lipofectamine 2000 pipettiert, in das andere 500 ng DNA. Das 
DNA-Gemisch wurde anschließend zum Lipofectamine 2000 gegeben und der 
Ansatz für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor er tropfenweise auf 
die Zellen gegeben wurde. Nach sechs Stunden wurde das Transfektionsmedium 
durch frisches Medium ersetzt. Die Zellen wurden je nach verwendeter DNA nach 
30–48 Stunden für Versuche verwendet.  
 
5.1.3.4 Herstellung lentiviraler Vektoren in Hek293T-Zellen 
Lentivirale Vektoren wurden durch die gleichzeitige transiente Transfektion der 
Produzentenzelllinie Hek293T mit drei Expressionsplasmiden hergestellt. Die 
verwendeten Plasmide waren zum einen ein Transfervektor, der die psi (ψ) 
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packaging Sequenz sowie das transgene Gen zwischen den lentiviralen long 
terminal repeats (LTR), der Information für die Infektion der Zielzellen, enthält. 
Das zweite Plasmid, das packaging Plasmid Δ8.74, enthält die viralen Gene gag 
(Capsidprotein), pol (reverse Transkriptase/Integrase), sowie das rev-response 
element (RRE). Das dritte Plasmid enthält das Gen für ein virales Hüllprotein, in 
diesem Fall das G Glycoprotein des Vesicular Stromatitis Virus (VSV-G).  
Die drei Plasmide wurden mittels Calcium-Phosphat-Transfektion in Hek293T 
Zellen gebracht. Hierfür wurden die Zellen am Vortag in 10 cm Zellkulturschalen 
ausplattiert, sodass sie am Tag der Transfektion 60–70 % konfluent waren. Eine 
Stunde vor der Transfektion wurden 5 ml frisches Medium zu den Zellen gegeben. 
Die DNA wurde zunächst in ein Reaktionsgefäß vorgelegt und mit H2O auf 450 µl 
aufgefüllt. Pro Zellkulturschale wurden 10 µg Transferplasmid, 3,5 µg Δ8.74 und 
6,5 µg VSV-G verwendet. Der Ansatz wurde mit 50 µl 2,5 M CaCl2 versetzt und 
unter Luftzufuhr langsam in 500 µl 2xBBS getropft. Bevor die Zellen langsam und 
tropfenweise mit dem Transfektionsgemisch transfiziert wurden, wurde dieses für 
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  
Acht Stunden nach der Transfektion wurde das Medium von den Zellen 
abgenommen und verworfen, die Zellen wurden ein Mal mit PBS gewaschen und 
mit 11 ml neuem Medium versorgt. Etwa 48–72 Stunden nach der Transfektion 
wurde der Virusüberstand geerntet, bei 2800 rpm für acht Minuten zentrifugiert 
und anschließend durch eine 0,45 µm Celluloseacetat-Membran filtriert.  
Die Konzentrierung der Viruspartikel erfolgte in der Ultrazentrifuge bei 
21 000 rpm und 4 °C für zwei Stunden. Der Überstand wurde anschließend 
verworfen und das Viruspellet in 300 µl OptiMEM für mehrere Stunden bei 4 °C 
gelöst. Idealerweise wurden die lentiviralen Vektoren direkt zur Transduktion der 
Zielzellen verwendet.  
 
5.1.3.5 Lentivirale Transduktion von BMDCs 
Für die lentivirale Transduktion von BMDCs wurden circa eine Stunde vor der 
Transduktion 500 000 Zellen an Differenzierungstag drei oder vier in 500 µl 
Medium pro Well einer 24-Well-Platte ausplattiert. Anschließend wurden die 
Zellen für 24 Stunden mit lentiviralen Vektoren inkubiert. Um die 
Transduktionseffizienz zu steigern, wurde zum Ansatz 8 µg/ml Polybren gegeben. 
METHODEN  
 
 
  
43 
Nach 24 Stunden wurde das Medium mit Lentivirus und Polybren durch frisches 
Medium ersetzt. An Differenzierungstag sieben (ca. 72 Stunden nach der 
Transduktion) wurden die Zellen für Versuche verwendet.  
5.1.4 Zellfärbung für die Durchflusszytometrie 
Um die Expression von Oberflächenmolekülen auf Zellen zu untersuchen, wurden 
diese mit spezifischen Antikörpern angefärbt und mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Zu diesem Zweck wurden die Zellen zunächst geerntet und in FACS-
Röhrchen überführt (circa 300 000 Zellen/Röhrchen). Sie wurden ein Mal mit 1 ml 
FACS-Puffer gewaschen, bei 1200 rpm für fünf Minuten zentrifugiert und der 
Überstand wurde verworfen. Zu den im Röhrchen verbleibenden 50 µl 
Zellsuspension wurden 50 µl Antikörperlösung zugegeben (FACS-Puffer, 
Antikörper 1:200, Mausserum 1:100) und die Zellen wurden für 20 Minuten bei 
4 °C im Dunkeln gefärbt. Zuletzt wurden die Zellen noch ein Mal in 1 ml FACS-
Puffer gewaschen, zentrifugiert und in 250 µl FACS-Puffer aufgenommen. 
Anschließend erfolgte die Analyse der Zellen im Durchflusszytometer. 
Auf die gleiche Weise wurden auch Proteine im Inneren von Zellen gefärbt. Die 
Zellen wurden vor der Färbung allerdings fixiert und die Zellmembran wurde 
permeabilisiert, sodass die Antikörper ins Innere der Zellen gelangen konnten. 
Nach dem Ernten der Zellen und einem Waschschritt mit FACS-Puffer wurden die 
Zellen in 300 µl 4 % Paraformaldehyd (PFA) oder in 300 µl IC Fixation Buffer     
(eBioscience) für zehn Minuten bei 4 °C fixiert. Das Fixationsreagenz wurde in 
einem Wasch- und Zentrifugationsschritt (fünf Minuten bei 1200 rpm) mit FACS-
Puffer entfernt und die Zellen wurden anschließend mit 1 ml 
Permeabilisierungspuffer für zehn Minuten bei 4 °C inkubiert. Diese Reaktion 
wurde mit einem weiteren Waschschritt beendet. Im Anschluss wurden die Zellen 
wie oben beschrieben mit spezifischen Antikörpern gefärbt und mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Bei der Färbung intrazellulärer Moleküle erfolgte 
die Inkubation mit dem Antikörper in Permeabilisierungspuffer.  
5.1.5 Antigenaufnahmeassay 
200 000 BMDCs/Well wurden in 500 µl Medium in einer 24-Well-Platte 
ausplattiert und für 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit 
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250 ng/ml Ovalbumin-Alexa647 oder mit dem mannosylierten oder dem nicht-
mannosylierten Alexa647-gekoppelten Peptid in verschiedenen Konzentrationen 
(1,6–1000 nM) für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das 
antigenhaltig Medium abgenommen und die Zellen wurden in 1 ml 2 mM EDTA in 
PBS mit einem Zellschaber gelöst und in FACS-Röhrchen überführt. Die Zellen 
wurden ein Mal in FACS-Puffer gewaschen (1200 rpm für fünf Minuten) und 
schließlich wurde die Antigenaufnahme im Durchflusszytometer bestimmt.  
 
Um die Antigenaufnahme der diversen Mannoserezeptor-Mutanten zu bestimmen, 
wurden zunächst Hek293T Zellen transient mit den MR-Expressionsplasmiden 
transfiziert. Die Transfektion mittels Lipofectamine 2000 erfolgte wie unter 5.1.3.3 
beschrieben. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit 250 ng/ml 
Ovalbumin-Alexa647 bei 37 °C inkubiert. Nach 30 Minuten wurden die Zellen in 
PBS aufgenommen und in FACS-Röhrchen überführt. Um eine Kontrolle für die 
Transfektionseffizienz zu bekommen, wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert 
und der Mannoserezeptor wurde mit einem spezifischen Antikörper gefärbt wie 
unter 5.1.4 beschrieben.  
5.2 Endosomenpräparation und -färbung 
Bevor Ovalbumin-haltige Endosomen aus BMDCs oder Hek-MR/ Hek-iG Zellen 
isoliert wurden, wurden die Zellen zunächst für 15 Minuten (BMDCs) oder 
45 Minuten (Hek Zellen) mit 250 ng/ml OVA-Alexa647 bei 37 °C inkubiert. 
Für die Präparation der Endosomen wurde das Medium von den Zellen 
abgenommen und diese wurden anschließend in 3 ml 2 mM EDTA in PBS 
abgeschabt, in Reaktionsgefäße überführt und zwei Mal für fünf Minuten bei 
1200 rpm in PBS gewaschen. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Das Pellet 
wurde in 1 ml MES Puffer aufgenommen und die Zellen wurden in einen 
Homogenisator überführt. Mit drei langsamen, vorsichtigen Schüben wurden die 
Zellen homogenisiert und die Suspension wurde anschließend in 1,5 ml 
Reaktionsgefäße überführt. Um große Zellfragmente und -trümmer loszuwerden, 
wurden die Proben bei 100 x g für fünf Minuten zentrifugiert. Für die 
Färbereaktion wurde anschließend der Endosomen-haltige Überstand in neue 
Reaktionsgefäße überführt.  
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Für extraendosomale Färbungen wurden circa 400 µl Endosomensuspension in 
Homogenisierungspuffer mit einem Primärantikörper (400 ng/ml) für 20 Minuten 
bei 4 °C gefärbt. Der Sekundärantikörper wurde anschließend direkt dazu 
pipettiert (1 µg/ml) und die Endosomen wurden für weitere 20 Minuten bei 4 °C 
inkubiert. Schließlich wurden die Endosomen in 4 % Paraformaldehyd (PFA) für 
20 Minuten bei 4 °C fixiert und zuletzt durch Zentrifugation bei 8000 x g für zehn 
Minuten bei 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in 200 µl Homogenisierungspuffer 
aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert. 
Für intraendosomale Färbungen wurden die Endosomen für 20 Minuten in 4 % 
PFA bei 4 °C fixiert. Um die Endosomen zu permeabilisieren, wurde anschließend 
Triton X-100 (0,05 %) zugegeben und für weitere zehn Minuten bei 4 °C inkubiert. 
Anschließend wurden die Endosomen durch Zentrifugation für zehn Minuten bei 
4 °C pelletiert und gefärbt wie oben beschrieben. 
5.3 Methoden zur Untersuchung der T-Zell-Aktivierung 
5.3.1 In vitro Proliferationsassay 
In diesem Versuch wurden OVA-spezifische T-Zellen durch OVA-beladene 
dendritische Zellen aktiviert und anschließend wurde ihre Proliferationsrate 
untersucht. Hierfür wurden CD8+ und CD4+ T-Zellen aus OTI beziehungsweise OTII 
Mäusen verwendet, die das jeweilige OVA-Peptid auf MHCI-Molekülen (SIINFEKL) 
oder MHCII-Molekülen (ISQAVHAAHAEINEAGR) auf der Oberfläche von 
dendritischen Zellen erkennen und dadurch aktiviert werden.  
Für diesen Versuch wurden zunächst 5x104 BMDCs/Well an Differenzierungstag 
sieben in 50 µl Medium auf einer 96-Well-Platte ausplattiert und für 45 Minuten 
bei 37 °C inkubiert, sodass sie sich absetzen konnten. Die nächsten drei Stunden 
wurden die Zellen mit 50 µl Ovalbumin oder den diversen Ovalbumin-Peptiden 
(50–100 nM) inkubiert.  
In der Zwischenzeit wurden CD8+ und CD4+ T-Zellen aus OTI oder OTII Mäusen 
isoliert. Dazu wurden die Milzen aus den Mäusen entnommen und durch ein 
Metallsieb mechanisch zerkleinert, sodass eine Einzelzellsuspension entstand. Um 
Erythrozyten aus der Suspension zu entfernen, wurden die Zellen für fünf Minuten 
mit 2 ml Red Cell Lysis Buffer behandelt, anschließend in 10 ml PBS aufgenommen 
und zuletzt durch ein 40 µm Nylonsieb filtriert.  
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Die T-Lymphozyten wurden im nächsten Schritt bei 1500 rpm zentrifugiert, das 
Pellet wurde in 10 ml PBS aufgenommen und mit 1 µM Carboxyfluorescein 
Succinimidyl Ester (CFSE) für 15 Minuten bei 37 °C gefärbt. CFSE ist ein 
membranpermeabler, fluoreszenter Farbstoff, der in die T-Zellen eindringt. Durch 
Esterasen im Inneren der Zellen werden die Acetatgruppen von CFSE entfernt, 
wodurch die Membranpermeabilität verloren geht. Bei der Zellteilung einer CFSE-
markierten Zelle wird CFSE gleichmäßig auf beide Tochterzellen verteilt und somit 
die Fluoreszenz halbiert. Die schrittweise Halbierung der Fluoreszenzintensität 
kann im Durchflusszytometer bestimmt und somit die Zellteilungen quantifiziert 
werden. 
Die Färbereaktion wurde mit eiskaltem PBS abgestoppt und die Zellen wurden 
drei Mal in kaltem PBS gewaschen, um überschüssiges CFSE loszuwerden. 
Anschließend wurden die T-Lymphozyten in Medium aufgenommen und 1x105 
Zellen in 100 µl der Zellsuspension auf die dendritischen Zellen gegeben, von 
denen vorher das antigenhaltige Medium abgenommen worden war. Die T-Zellen 
wurden zusammen mit den dendritischen Zellen für drei Tage bei 37 °C inkubiert, 
einen Tag nach dem Ausplattieren erhielten sie 200 µl frisches Medium. 
An Tag drei wurden die T-Zellen resuspendiert, in FACS-Röhrchen überführt, ein 
Mal mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1500 rpm für zehn Minuten) und 
schließlich mit einem CD8- oder CD4-Antikörper gefärbt. Die 
Antikörperfärbung erfolgte in der Verdünnung 1:100 in 100 µl FACS-Puffer 
zusammen mit Mausserum (1:50) für 20 Minuten bei 4 °C im Dunkeln. 
Abschließend wurden die Zellen noch ein Mal mit FACS-Puffer gewaschen, bei 
1500 rpm für zehn Minuten zentrifugiert und in 200 µl FACS-Puffer aufgenommen, 
bevor sie mittels Durchflusszytometrie analysiert wurden. 
5.3.2 Messung der IL-2-Sekretion durch aktivierte T-Zellen mittels ELISA 
Je nach Experiment wurden BMDCs von WT, MR-/-, LMP2-/- oder LMP7-/- Mäusen 
mit Ovalbumin oder den OVA-Peptiden inkubiert und anschließend mit OVA-
spezifischen T-Zellen zusammen kultiviert. Die Aktivierung von T-Zellen führt zur 
Sekretion von IL-2 ins Medium. Die Quantifizierung der IL-2-Sekretion wurde 
mittels ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) durchgeführt. 
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Es wurden zunächst 5x104 BMDCs/Well an Differenzierungstag sieben in 50 µl 
Medium auf einer 96-Well-Platte ausplattiert und für 45 Minuten bei 37 °C 
inkubiert, sodass sie sich absetzen konnten. Anschließend wurden die Zellen für 
drei bis vier Stunden mit Ovalbumin oder den diversen Ovalbumin-Peptiden (50–
100 nM) in 50 µl Medium inkubiert. Zwischenzeitlich wurden CD8+ oder CD4+ 
T-Zellen aus OTI beziehungsweise OTII Mäusen isoliert und die roten 
Blutkörperchen lysiert, wie oben beschrieben (5.3.1). Die T-Zellen wurden gezählt 
und anschließend 1x105 Zellen/Well in 100 µl Medium auf die dendritischen 
Zellen gegeben, von denen zuvor das Medium abgenommen worden war. Die 
Zellen wurden über Nacht bei 37 °C kokultiviert. Am nächsten Tag wurde der 
IL-2-Gehalt im Medium mittels ELISA gemessen.  
5.4 Biochemische Methoden 
5.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Mittels ELISA wurde der IL-2-Gehalt im Medium der Kokultur von BMDCs und 
T-Zellen quantifiziert, um die Aktivierung der T-Zellen zu untersuchen. 
Über Nacht wurde die Oberfläche einer ELISA Platte mit einem IL-2-Antikörper 
(Klon JES6-1A12) bei 4 °C benetzt. Dazu wurde der Antikörper 1:1000 in Coating 
Buffer verdünnt und davon 50 µl/Well verwendet.  
Nach jedem Inkubationsschritt wurde die Platte drei Mal mit 150 µl Waschpuffer 
gewaschen. Um unspezifische Bindestellen auf der Platte zu blocken, wurde die 
Platte mit 100 µl Blockierpuffer für 30 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. 
Nach einem weiteren Waschschritt wurden 50 µl der Proben 
(Zellkulturüberstand) oder IL-2-Standard (rekombinantes Protein, in einer 4-
fachen Verdünnungsreihe von 80 bis 0 ng/ml) in Triplikaten auf die Platte gegeben 
und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Ungebundenes IL-2 wurde in einem 
weiteren Waschschritt entfernt. Die anschließende Inkubation mit dem 
biotinylierten IL-2-Antikörper (Klon JES6-5H4, 1:1000 verdünnt in Blockierpuffer) 
erfolgte für eine Stunde bei 37 °C. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die 
Proben mit Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppeltem Neutravidin (1:1000 in 
PBS) für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im weiteren Verlauf wurde 
die Platte ein letztes Mal gewaschen. Abschließend wurden 50 µl Substratlösung in 
jedes Well gegeben (1 mg/ml ABTS in ABTS Puffer, pro 10 ml Puffer wurden 15 µl 
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H2O2 zugefügt) und die Platte wurde bei 450 nm und 620 nm in einem 
Mikrotiterplatten-Photometer gemessen. 
5.4.2 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) und 
Western Blot 
SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld entsprechend 
ihrer Größe. 
Um Zelllysate herzustellen, wurden die Zellen zunächst geerntet und ein Mal in 
PBS gewaschen, bevor sie in entsprechendem Lysepuffer mit Proteaseinhibitor 
aufgenommen wurden und für 30 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Circa 1x106 
Zellen wurden in 100 µl Lysepuffer lysiert. Im Anschluss wurden Zellüberreste bei 
21 000 x g für zehn Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand wurde in 
neue Gefäße überführt. Die Proben wurden zuletzt mit 4x-Lämmli-Puffer versetzt 
(je nach Anwendung mit oder ohne β-Mercaptoethanol) und für fünf Minuten bei 
95 °C aufgekocht.  
Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe erfolgte im elektrischen Feld in 
einem Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamidgel in SDS-Laufpuffer. Die 
Proben wurden zunächst bei einer konstanten Stromstärke von 15 mA in das 
Sammelgel geleitet, anschließend wurde die Stromstärke bis 20 mA/Gel erhöht 
und die Proben wurden im Trenngel entsprechend ihrer Größe aufgetrennt. Der 
Transfer der Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte entweder 
mittels Wet-Transfer (300 mA konstant, 1 h, in Towbin’s Transfer Puffer unter 
gekühlten Bedingungen) oder im SemiDry-Transfer (200 mA konstant, 1 h 15 min).  
Um unspezifische Bindung durch den Antikörper an der Membran zu vermeiden, 
wurde die Membran je nach verwendetem Antikörper in 5 % Milch in TBST oder in 
Roti-Block (Carl Roth GmbH) für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Nach 
einem Waschschritt in TBST wurde die Membran mit dem Primärantikörper 
(1:200 bis 1:1000 in TBST) inkubiert, entweder eine Stunde bei RT oder über 
Nacht bei 4 °C. Bevor die Membran anschließend für eine Stunde bei 
Raumtemperatur mit dem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert wurde, 
wurde sie drei Mal für fünf Minuten in TBST gewaschen.  
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Zuletzt wurde die Membran drei Mal für zehn Minuten in TBST gewaschen und mit 
ECL-Substrat versetzt, welches durch die Meerrettichperoxidase umgesetzt wird 
und im ChemiDoc detektiert werden kann. 
5.4.3 Immunfluoreszenzmikroskopie 
Die genaue intrazelluläre Lokalisation des Antigens Ovalbumin beziehungsweise 
des mannosylierten OVA-Peptids wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie 
untersucht.  
Dafür wurden 200 000 BMDCs/Well auf Deckgläschen in 24-Well-Platten ausgesät 
und für 45 Minuten bei 37 °C inkubiert, damit sie sich absetzen konnten. Im 
Anschluss wurden die Zellen für 15 Minuten bei 37 °C mit Ovalbumin-Alexa647 
(250 ng/ml), dem Alexa647-gekoppelten mannosylierten Peptid (100 nM), 
Transferrin-Alexa488 (5 µg/ml) und/oder dem Pinozytosemarker Lucifer Yellow 
(0,3 mg/ml) inkubiert. Nach anschließender Inkubation mit frischem Medium für 
15 Minuten wurden die Zellen einmal in PBS gewaschen und für zehn Minuten mit 
4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Im nächsten Schritt folgten die Blockierung 
unspezifischer Bindestellen und die Permeabilisierung der Zellen für eine Stunde 
in 5 % (w/v) Milchpulver und 0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS. Durch spezifische 
Antikörperfärbung wurden definierte zelluläre Kompartimente wie beispielsweise 
frühe Endosomen oder Lysosomen angefärbt. Die Antikörperfärbung erfolgte für 
eine Stunde bei RT in der Färbelösung (Antikörper 1:500; Ziegenserum 1:250; 
0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS). Im Anschluss wurden die Zellen für eine Stunde 
bei RT mit dem Sekundärantikörper (1:1000) gefärbt. Zuletzt wurden die 
Zellkerne für 15 Minuten bei RT mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Dapi 
angefärbt (1 µg/ml) und die Deckgläser auf Objektträgern eingedeckelt. Alle Färbe- 
bzw. Inkubationsreaktionen wurden auf einer Wippe durchgeführt und nach 
jedem Schritt wurden die Zellen jeweils drei Mal mit PBS gewaschen.  
Bevor die Proben im Fluoreszenzmikroskop analysiert wurden, härteten sie über 
Nacht bei 4 °C im Dunkeln aus. 
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5.5 Molekularbiologische Methoden 
5.5.1 RNA Extraktion und cDNA-Synthese 
Die Aufreinigung von RNA aus BMDCs wurde mit dem Qiagen RNeasy Kit nach 
Herstellerangaben durchgeführt.  
Die cDNA-Synthese erfolgte anschließend direkt aus der dabei isolierten RNA. 
 
RNA     5 μl 
RNase freies Wasser  5,5 μl 
5xReaktionspuffer   4 μl  
Oligo-dT-T7 Primer   1 μl  
0,1 M DTT    2 μl  
10 mM dNTPs   1 μl  
Superskript II   1 μl 
RNasin    0,5 μl 
Die Reaktion erfolgte bei 42 °C für 90 Minuten. Die gewonnene cDNA wurde bei 
−20 °C gelagert. 
5.5.2 Klonierung  
5.5.2.1 PCR 
Für die Klonierung der verschiedenen Mannoserezeptor-Konstrukte wurde die 
gewünschte DNA Sequenz mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus cDNA 
amplifiziert. Auf diese Weise konnten durch die Wahl der Primer spezifische 
Mutationen in den zytoplasmatischen Teil des Mannoserezeptors eingefügt 
werden. Der Reaktionsansatz und das PCR-Programm waren wie folgt: 
 
10x AccuPrime Reaktionsgemisch 5 µl 
 Primer forward (10 µM)  1,5 µl 
 Primer reverse (10 µM)   1,5 µl 
 Template DNA (~150 ng/µl) 1 µl 
 Accu Prime Polymerase  0,5 µl 
H2O     40,5 µl 
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 95 °C 2 min 
 95 °C 30 sec 
 55 °C 30 sec  
 68 °C 1,5 min 
 68 °C 10 min 
 4 °C ∞ 
Je nach PCR Produkt wurde die Annealing-Zeit verlängert oder die Temperatur 
angepasst.  
 
5.5.2.2 Restriktionsverdau und Ligation 
Im nächsten Schritt wurde das PCR Produkt über eine Nucleo Spin Säule 
aufgereinigt und mit den gewünschten Restriktionsenzymen verdaut. Auch der 
Vektor wurde mit den entsprechenden Enzymen verdaut.  
 PCR Produkt oder 1 µg Vektor 32 µl 
 Enzym 1    2 µl 
 Enzym 2    2 µl 
 10x Puffer    4 µl 
Der Restriktionsverdau erfolgte standardmäßig für eine Stunde bei 37 °C. Wenn 
ApaI verwendet wurde, erfolgte der Verdau bei 25 °C. 
Im Anschluss wurden das Insert und der Vektor erneut über eine Säule 
aufgereinigt. Der verdaute Vektor wurde zuvor mittels Agarose-Gelelektrophorese 
von herausgeschnittenen DNA-Teilen getrennt. Vektor und Insert wurden mittels 
T4-DNA Ligase bei 16 °C über Nacht ligiert. Hierfür wurden Insert und Vektor im 
Verhältnis 2:1 eingesetzt.  
 
5.5.2.3 Transformation von Bakterien 
Die Bakterien (DH5α oder XL1Blue) wurden auf Eis aufgetaut. Zu 80 µl Bakterien 
wurden 100 ng DNA (Retransformation) bzw. 10 µl Ligationsansatz gegeben und 
vorsichtig mit diesen gemischt. Nach einer Inkubation für 30 Minuten auf Eis 
erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C für 90 Sekunden. Im weiteren Verlauf wurden 
die Bakterien erneut für 60 Sekunden auf Eis inkubiert, zuletzt in 900 µl LB-
Medium aufgenommen und für 45 Minuten bei 37 °C vorsichtig geschüttelt. 100 µl 
der Suspension wurden mittels drei-Ösen-Ausstrich auf LB-Agar-Platten mit dem 
x31 
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erforderlichen Antibiotikum ausgestrichen. Bakterien, die Plasmide mit dem 
Mannoserezeptor enthielten, wurden für 40 Stunden bei 32 °C inkubiert, alle 
anderen für 16 Stunden bei 37 °C.  
 
5.5.2.4 DNA Präparation aus Bakterienkulturen 
Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem NucleoBond Xtra Midi Kit von 
Macherey-Nagel nach mitgeliefertem Protokoll. Für die Aufreinigung wurden 
jeweils 200–300 ml Bakterienkultur angeimpft.  
 
5.5.2.5 Site-directed mutagenesis 
Die Herstellung der chimären Rezeptoren aus Mannoserezeptor und Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor erfolgte mittels gerichteter Mutagenese mit Hilfe des Q5 site-
directed mutagenesis Kit von NEB. Das durchgeführte Protokoll entsprach den 
Herstellerangaben.  
5.6 Statistische Analyse 
Die Differenz zweier Mittelwerte wurde mittels Student T-Test auf Signifikanz 
getestet. Der Test wurde mit dem Programm Excel durchgeführt. Waren p-Werte 
kleiner als 0,05 (festgelegtes Signifikanzniveau), so lag statistische Signifikanz vor. 
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6 Ergebnisse 
6.1 Mannosylierung von Peptiden führt zu erhöhter Aufnahme in BMDCs 
und zu einer effektiveren Kreuzpräsentation 
6.1.1 Ovalbumin und das mannosylierte Peptid werden spezifisch über den 
Mannoserezeptor in BMDCs aufgenommen 
Die MR-vermittelte Aufnahme von Antigenen in BMDCs ist ein erster wichtiger 
Schritt im Rahmen der Kreuzpräsentation und somit Voraussetzung für eine 
effektive Aktivierung spezifischer CD8+ T-Zellen (Burgdorf et al., 2007; Burgdorf et 
al., 2006). 
Ob das Anhängen von Mannoseresten an Antigene zu einer verbesserten, 
spezifischen Aufnahme dieser Antigene über den Mannoserezeptor führt, wurde in 
einem ersten Experiment im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Hierfür wurden 
synthetische lange Peptide (SLPs) des Modellantigens Ovalbumin verwendet, 
welche über ein Lysin mit zwei Mannoseresten gekoppelt wurden (Abbildung 6-1). 
Die Synthese dieser Peptide erfolgte durch unseren Kooperationspartner Ramon 
Arens am Leiden University Medical Center. Es wurden sowohl SLPs mit dem OVA-
spezifischen MHCI-Epitop als auch SLPs mit dem MHCII-Epitop synthetisiert. Als 
Kontrolle wurden die jeweiligen Peptide ohne Mannosereste verwendet. 
Zusätzlich standen die MHCI-Peptide auch als Alexa647-gekoppelte Moleküle zur 
Verfügung, sodass ihre Aufnahme und ihre zelluläre Verteilung in BMDCS mittels 
fluoreszenz-basierter Methoden untersucht werden konnten (Abbildung 6-1). 
 
Abbildung 6-1: Übersicht über die verwendeten OVA-spezifischen SLPs. 
K(M2): bis-mannosyliertes Lysin; C-Alexa647: Alexa647-gekoppeltes Cystein. Die exakten MHCI- und MHCII-
Epitope sind unterstrichen.  
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Die MR-vermittelte Aufnahme, die intrazelluläre Verteilung sowie die Präsentation 
der SLPs wurden in Zusammenarbeit mit Arlette Paillard untersucht. 
BMDCs von WT oder MR-/- Mäusen wurden mit OVA-Alexa647 oder den Alexa647-
gekoppelten Peptiden bei 37 °C inkubiert und somit die Antigenaufnahme 
ermöglicht. Anschließend wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Wie in Abbildung 6-2 zu sehen ist, werden OVA und das mannosylierte 
Peptid sehr effektiv in MR-exprimierende Zellen aufgenommen, wohingegen das 
nicht mannosylierte Peptid kaum aufgenommen wird. Zellen, die keinen MR 
exprimieren, nehmen nur sehr geringe Mengen an OVA und Peptiden auf. Die 
Mannosylierung des Peptids erhöht also dessen Aufnahme in BMDCs, und dieser 
Prozess ist MR-abhängig. 
 
Abbildung 6-2: Aufnahme von OVA und Peptiden in BMDCs. 
BMDCs von WT oder MR-/- Mäusen wurden in 24-Well-Platten ausplattiert und mit OVA-Alexa647 (250 ng/ml) 
oder den OVA-Peptiden (50 nM) für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Grau hinterlegt: Zellen ohne Antigen. Die Abbildung zeigt repräsentative 
Ergebnisse von mindestens vier unabhängigen Experimenten.  
 
Die MR-abhängige Aufnahme des mannosylierten Peptids in BMDCs konnte ferner 
mittels Fluoreszenzmikroskopie bestätigt werden (Abbildung 6-3).  
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Abbildung 6-3: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der MR-abhängigen Antigenaufnahme. 
WT oder MR-/- BMDCs wurden auf Deckgläschen ausplattiert und nach einer Stunde mit OVA-Alexa647 
(250 ng/ml) oder den OVA-Peptiden (50 nM) für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen 
fixiert und die Zellkerne mit Dapi gefärbt. Der Größenbalken entspricht 10 µm. Die Abbildung ist repräsentativ 
für zwei unabhängige Experimente. 
 
Um die optimale Konzentration der Peptide für die Mannoserezeptor-vermittelte 
Aufnahme zu bestimmen, wurde eine Konzentrationsreihe der Alexa647-
markierten Peptide hergestellt und die Aufnahme in WT oder MR-/- BMDCs mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Im Konzentrationsbereich von 1,6–1000 nM wird 
das mannosylierte Peptid deutlich besser in WT BMDCs aufgenommen als das 
nicht mannosylierte Peptid. Die Aufnahme ist für alle getesteten Konzentrationen 
abhängig von der MR-Expression, da MR-/- BMDCs kaum Antigen aufnehmen 
(Abbildung 6-4). Für alle weiteren Versuche wurden die Peptide 50–100 nM 
eingesetzt, da bei dieser Konzentration der Unterschied in der Aufnahme des 
mannosylierten und des nicht mannosylierten Peptids sehr deutlich und 
gleichzeitig die MR-unabhängige Aufnahme (grau hinterlegt) gering ist. Abbildung 
6-4 B zeigt die Quantifizierung der Peptidaufnahme, bei der die mittlere 
Fluoreszenzintensität der Zellen im Alexa647-Kanal bestimmt wurde.  
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A
 
B 
 
Abbildung 6-4: Konzentrationsreihe für die Peptidaufnahme in WT und MR-/- BMDCs. 
A BMDCs von WT oder MR-/- Mäusen wurden für 15 Minuten bei 37 °C mit steigenden Konzentrationen der 
Alexa647-gekoppelten Peptide inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Schwarze Linie: WT Zellen; grau hinterlegt: MR-/- Zellen. 
B Quantifizierung der Ergebnisse aus A; die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der Zellen im Alexa647-
Kanal wurde bestimmt. 
Das Experiment wurde drei Mal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt. 
 
6.1.2 OVA und das mannosylierte Peptid werden über den MR in die gleichen 
Kompartimente – stabile frühe Endosomen – geleitet 
Abhängig vom Aufnahmemechanismus werden Antigene in definierte zelluläre 
Kompartimente geleitet. Wie in früheren Studien gezeigt wurde, ist für eine 
effektive MR-vermittelte Kreuzpräsentation eine Antigenaufnahme in stabile früh-
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endosomale Kompartimente erforderlich (Burgdorf et al., 2007; Burgdorf et al., 
2008). Einen ersten Hinweis für eine entsprechende Aufnahme des 
mannosylierten Peptids in stabile frühe Endosomen lieferte folgender Versuch: 
BMDCs wurden gleichzeitig mit OVA und dem mannosyliertem Peptid inkubiert 
und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dabei waren die beiden Antigene 
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekennzeichnet, sodass im 
Fluoreszenzmikroskop ihre jeweilige subzelluläre Lokalisation nachvollzogen 
werden konnte. Wie die Überlagerung der beiden Signale zeigt, befinden sich die 
Antigene nach Aufnahme über den MR in identischen intrazellulären 
Kompartimenten (Abbildung 6-5). 
 
Abbildung 6-5: OVA und das mannosylierte Peptid befinden sich in den gleichen intrazellulären 
Kompartimenten. 
BMDCs wurden auf Deckgläschen ausplattiert. Nach Absetzen der Zellen folgte eine Inkubation mit OVA-
Alexa488 (500 ng/ml) oder dem mannosylierten Peptid-Alexa647 (50 nM) für 15 Minuten bei 37 °C und 
anschließend für 20 Minuten mit frischem Medium. Zuletzt wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit 
Dapi gefärbt. Der Größenbalken entspricht 10 µm. Die Abbildung ist repräsentativ für drei unabhängige 
Experimente. 
 
Um die antigenhaltigen Kompartimente genauer zu charakterisieren, wurde im 
Folgenden eine Immunfluoreszenzfärbung der Zellen durchgeführt. WT BMDCs 
wurden auf Deckgläschen ausplattiert und bekamen die Gelegenheit, OVA-
Alexa647 oder das Alexa647-gekoppelte mannosylierte Peptid zu internalisieren. 
Die Zellen wurden daraufhin fixiert, permeabilisiert und mit Antikörpern gegen 
diverse endosomale und lysosomale Marker gefärbt. Der Versuch bestätigte, dass 
das mannosylierte Peptid – genau wie OVA – in Organellen aufgenommen wird, die 
positiv für den MR und das Early Endosome Antigen 1 (EEA1, ein früh-endosomaler 
Marker) sind (Abbildung 6-6). Weiterhin werden OVA und das mannosylierte 
Peptid in die gleichen Kompartimente geleitet wie das Glykoprotein Transferrin 
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(Abbildung 6-6), welches erwiesenermaßen in stabile frühe Endosomen 
aufgenommen wird (Burgdorf et al., 2008). Ebenfalls wurde mit diesem Versuch 
eine Kolokalisation von OVA und dem mannosylierten Peptid mit dem 
Pinozytosemarker Lucifer Yellow, welcher nach seiner Aufnahme in Lysosomen 
gelangt, und dem lysosomalen Marker LAMP1 (Lysosomal-associated membrane 
protein 1) ausgeschlossen (Abbildung 6-6).  
ERGEBNISSE 
 
 
  
59 
 
ERGEBNISSE 
 
 
  
60 
 
ERGEBNISSE 
 
 
  
61 
Abbildung 6-6: OVA und das mannosylierte Peptid werden über den MR in stabile frühe Endosomen 
geleitet. 
Immunfluoreszenzmikroskopie von BMDCs, die für 15 Minuten mit Alexa647-gekoppeltem Ovalbumin 
(250 ng/ml) oder Alexa647-gekoppeltem mannosylierten Peptid (50 nM) und Transferrin-Alexa488 (5 µg/ml) 
oder Lucifer Yellow (0,3 mg/ml) inkubiert wurden. Zellen wurden mit 4 % PFA fixiert und mit spezifischen 
Antikörpern gegen den Mannoserezeptor, EEA1, LAMP1 oder Lucifer Yellow gefärbt. Zellkerne wurden mit 
Dapi sichtbar gemacht. Der Größenbalken entspricht 10 µm. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. 
6.1.3 Das mannosylierte Peptid wird effektiver kreuzpräsentiert 
Nachdem die Mannoserezeptor-abhängige Aufnahme des mannosylierten Peptids 
in für die Kreuzpräsentation spezialisierte Kompartimente in BMDCs 
experimentell bestätigt wurde, sollte weiterhin die Kreuzpräsentation des 
mannosylierten und des nicht mannosylierten Peptids in Abhängigkeit des 
Mannoserezeptors untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden BMDCs von WT 
oder MR-/- Mäusen mit löslichem OVA oder den OVA-Peptiden inkubiert und ihre 
Fähigkeit zur Aktivierung von OVA-spezifischen CD8+ T-Zellen bestimmt. Die 
Aktivierung der T-Zellen wurde zunächst anhand ihrer IL-2-Sekretion ins Medium 
quantifiziert. Die absolute IL-2-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt.  
OVA-spezifische CD8+ T-Zellen sezernieren signifikant mehr IL-2 nach Kultivierung 
mit WT BMDCs, welche mit OVA oder dem mannosylierten Peptid inkubiert 
wurden, als CD8+ T-Zellen nach Kultivierung mit MR-/- BMDCs mit den gleichen 
Antigenen. BMDCs, die mit dem nicht mannosylierten Peptid inkubiert wurden, 
sind nicht in der Lage, CD8+ T-Zellen effizient zu aktivieren (Abbildung 6-7).  
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Abbildung 6-7: IL-2-Antwort von spezifischen CD8+ T-Zellen nach Aktivierung durch OVA- oder Peptid-
beladene BMDCs. 
WT oder MR-/- BMDCs wurden ausplattiert und 60 Minuten später für drei Stunden bei 37 °C mit OVA oder den 
OVA-SLPs inkubiert. CD8+ T-Zellen wurden aus der Milz einer OTI Maus gewonnen und mit den BMDCs über 
Nacht kultiviert. Nach ca. 18 Stunden wurde die IL-2-Konzentration im Überstand mittels ELISA bestimmt. Das 
Experiment wurde drei Mal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt. Das Diagramm zeigt Mittelwerte 
von Triplikaten ± SEM, p-Werte wurden mittels Student T-Test bestimmt, p-Werte <0,05 werden als statistisch 
signifikant angesehen, ns: nicht signifikant.  
 
Im Zuge ihrer Aktivierung durch BMDCs werden T-Zellen neben der Produktion 
von IL-2 auch zur Proliferation angeregt. Im Folgenden wurde die 
Kreuzpräsentation von OVA und den OVA-spezifischen Peptiden anhand der 
Proliferationsrate der aktivierten T-Zellen untersucht. Mit diesem Ziel wurden OTI 
T-Zellen vor Kokultur mit BMDCs mit CFSE gefärbt, einem Farbstoff, der bei der 
Zellteilung gleichmäßig auf beide Tochterzellen verteilt wird. Die daraus 
resultierende sequenzielle Halbierung der Fluoreszenzintensität kann im 
Durchflusszytometer bestimmt werden.  
Übereinstimmend mit der erhöhten IL-2-Produktion proliferieren OTI T-Zellen 
signifikant besser nach Aktivierung durch WT BMDCs mit dem mannosylierten 
Peptid im Vergleich zur Aktivierung durch WT BMDCs mit dem nicht 
mannosylierten Peptid. Durch MR-/- BMDCs hingegen werden die T-Zellen nicht 
zur Proliferation angeregt (Abbildung 6-8).  
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Zusammengefasst wird das mannosylierte Peptid nicht nur deutlich besser von 
MR-exprimierenden BMDCs aufgenommen, es wird in vitro auch effektiver 
kreuzpräsentiert als das nicht mannosylierte Peptid. 
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Abbildung 6-8: Proliferation von aktivierten CD8+ T-Zellen. 
BMDCs wurden für drei Stunden mit den entsprechenden Antigenen beladen und für 72 Stunden mit CFSE-
gefärbten OTI T-Zellen kokultiviert. Die Proliferation der CD8+ T-Zellen wurde daraufhin mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Kontrolle: BMDCs ohne Antigen. Die Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. 
A Histogramme von repräsentativen Proben, grau hinterlegt: T-Zellen, die nicht mit BMDCs kokultiviert 
wurden.  
B Das Diagramm zeigt den Division Index (mittlere Anzahl an Zellteilungen einer Zelle), es sind Mittelwerte 
von Triplikaten ± SEM abgebildet, p-Werte wurden bestimmt mittels Student T-Test. 
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Bekanntermaßen entscheidet der Mechanismus, über den ein Antigen in die Zelle 
gelangt, über die Art der Antigenpräsentation. Die Präsentation von löslichem OVA 
auf MHCII-Molekülen (zur Aktivierung von CD4+ T-Zellen) erfolgt unabhängig vom 
Mannoserezeptor, stattdessen werden Antigene für diesen Prozess über 
Pinozytose zur Verfügung gestellt (Burgdorf et al., 2007).  
Um zu bestätigen, dass die Mannosylierung der Peptide und die verbesserte 
Aufnahme über den Mannoserezeptor keinen Effekt auf die MHCII-Präsentation 
haben, wurden MR-exprimierende oder MR-defiziente BMDCs mit dem 
mannosylierten oder dem nicht mannosylierten MHCII-SLP beladen und 
zusammen mit OVA-spezifischen CD4+ T-Zellen (OTII Zellen) kultiviert. Nach drei 
Tagen wurde die Proliferation der T-Zellen untersucht (Abbildung 6-9). 
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A 
 
B 
 
Abbildung 6-9: Präsentation von OVA und den OVA-Peptiden auf MHCII-Molekülen zur Aktivierung von 
CD4+ T-Zellen erfolgt unabhängig vom MR. 
BMDCs von WT oder MR-/- Mäusen wurden für drei Stunden mit den entsprechenden Antigenen beladen und 
anschließend mit CFSE-gefärbten CD4+ OTII T-Zellen kokultiviert. Nach 72 Stunden wurde die Proliferation 
der T-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente.  
A  Histogramme von repräsentativen Proben, grau hinterlegt: T-Zellen, die nicht mit BMDCs kultiviert 
wurden.  
B Mittelwerte von Division Indices in Triplikaten ± SEM, p-Werte wurden mittels Student T-Test bestimmt. 
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Wie in diesem Versuch bestätigt wurde, erfolgt die Präsentation von OVA, dem 
mannosylierten Peptid und dem nicht mannosylierten Peptid auf MHCII-Molekülen 
tatsächlich unabhängig vom Mannoserezeptor. Sowohl OVA als auch die beiden 
Peptide werden effektiv auf MHCII-Molekülen präsentiert und sind in der Lage, 
spezifische CD4+ T-Zellen zur Proliferation anzuregen. Diese Aktivierung erfolgt 
gleichermaßen durch WT und MR-/- BMDCs (Abbildung 6-9). 
Die Mannosylierung der Peptide hat folglich einen spezifischen Effekt auf die 
Antigenkreuzpräsentation, die Präsentation auf MHCII-Molekülen wird dagegen 
nicht beeinflusst.  
6.1.4 Mannosylierung von synthetischen langen Peptiden führt auch in vivo zu 
einer erhöhten Kreuzpräsentation 
Zuletzt wurde in diesem Projekt der Effekt der Mannosylierung auf die in vivo 
Kreuzpräsentation der Peptide untersucht. Zu diesem Zweck wurden C57BL/6 
Mäuse mit den Peptiden vakziniert. Sieben Tage später wurden mononukleäre 
Zellen aus peripherem Blut und Splenozyten aus den Mäusen isoliert und mit OVA-
spezifischen Tetrameren und einem αCD8-Antikörper gefärbt. Alle in vivo 
Experimente wurden von Ramon Arens vom Leiden University Medical Center 
durchgeführt.  
Mäuse, die intradermal mit dem mannosylierten Peptid geimpft wurden, haben 
eine signifikant größere Anzahl an OVA-spezifischen zytotoxischen T-Zellen als 
Mäuse, die mit dem nicht mannosylierten Peptid geimpft wurden. Dies gilt 
gleichermaßen für CD8+ mononukleäre Zellen des peripheren Blutes wie für CD8+ 
Splenozyten (Abbildung 6-10). Das mannosylierte Peptid wird demnach auch in 
vivo effektiver kreuzpräsentiert als das nicht mannosylierte Peptid. Diese 
verbesserte in vivo Kreuzpräsentation wurde allerdings nur beobachtet, wenn die 
Peptide intradermal appliziert wurden, jedoch nicht bei subcutaner Verabreichung 
(Abbildung 6-10). 
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Abbildung 6-10: In vivo T-Zellproliferation als Antwort auf die Vakzinierung mit OVA-spezifischen 
Peptiden. 
C57BL/6 Mäuse wurden mit dem mannosylierten oder dem nicht mannosylierten Peptid zusammen mit CpG 
(20 µg/Maus) als Adjuvans vakziniert. 75 µg Peptid/Maus wurden in 200 µl oder 50 µl PBS gelöst und 
subcutan (s.c.) beziehungsweise intradermal (i.d.) injiziert. Sieben Tage nach der Impfung wurden 
mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) und Splenozyten aus den Mäusen isoliert und mit OVA-
spezifischen Tetrameren und einem αCD8-Antikörper gefärbt. Die Proben wurden in einem BD LSRII 
Durchflusszytometer eingelesen und mittels FlowJo Software analysiert.  
A Repräsentative DotPlots von OVA-spezifischen Tetramer+/CD8+ Zellen aus dem Blut.  
B Die Balken zeigen Mittelwerte ± SEM der Prozentzahl von OVA-spezifischen Tetramer+ Zellen innerhalb 
der gesamten CD8+ Zellpopulation. Das Diagramm zeigt zusammengefasste Daten aus zwei unabhängigen 
Experimenten, n=9–10. * p-Wert < 0,05, die Signifikanz wurde mittels Student T-Test ermittelt. Die 
Experimente wurden von Ramon Arens durchgeführt.  
 
Hinsichtlich der Mannosylierung von Impfstoffen zur Verbesserung ihrer 
Effektivität ist vor allem interessant, ob auch die Mannosylierung von weiteren 
(klinisch relevanten) SLPs zu einer effektiveren in vivo Kreuzpräsentation führt. 
Vor diesem Hintergrund wurde ein synthetisches langes Peptid für das humane 
Papillomavirus HPV16 E743-63 (GQAEPDRAHYNIVTFCCKCDS) mannosyliert und 
die spezifische in vivo T-Zell-Antwort von Mäusen untersucht, die mit diesem 
Peptid vakziniert wurden. Die Versuchsdurchführung erfolgte wie oben bereits für 
die OVA-Peptide beschrieben. 
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Dieser Versuch zeigt für ein Peptid-basiertes Vakzin, welches bereits in klinischen 
Studien der Phase II Anwendung findet (van Poelgeest et al., 2013), den positiven 
Effekt der Mannosylierung auf die in vivo Kreuzpräsentation. Sowohl im Blut als 
auch in der Milz der Mäuse sind nach Vakzinierung mit dem mannosylierten HPV-
Peptid signifikant mehr spezifische zytotoxische T-Zellen vorhanden als nach 
Vakzinierung mit dem nicht mannosylierten Peptid (Abbildung 6-11).  
 
Abbildung 6-11: In vivo CD8+ T-Zellantwort auf HPV-spezifische Peptide. 
C57BL/6 Mäuse wurden mit dem mannosylierten oder dem nicht mannosylierten HPV-Peptid zusammen mit 
CpG (20 µg/Maus) als Adjuvans vakziniert. Die Peptide wurden subcutan (s.c.) oder intradermal (i.d.) injiziert. 
Sieben Tage nach der Vakzinierung wurden PBMCs und Splenozyten aus den Mäusen isoliert und mit einem 
αCD8-Antikörper und dem HPV-spezifischen H-2Db E749-57 Tetramer gefärbt. Die Proben wurden im 
Durchflusszytometer eingelesen und mittels FlowJo Software analysiert.  
A Repräsentative Dot Plots von HPV-spezifischen Tetramer+/CD8+ Zellen. 
B Das Diagramm zeigt Mittelwerte ± SEM der Prozentzahl an HPV-spezifischen CD8+ Zellen innerhalb der 
gesamten CD8+ Zellpopulation, es enthält zusammengefasste Daten aus zwei unabhängigen 
Experimenten, n=9–10. * p-Wert < 0,05 nach Student T-Test. Die Experimente wurden von Ramon Arens 
durchgeführt. 
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6.2 Molekulare Mechanismen der Mannoserezeptor-Internalisierung 
Wie oben gezeigt, stellt der Mannoserezeptor auf Grund seiner zentralen Funktion 
bei der Antigenkreuzpräsentation, speziell durch die zielgerichtete 
Antigenaufnahme in stabile frühe Endosomen, ein wichtiges Ziel zur Verbesserung 
von Impfstoffen dar. Die exakten molekularen Mechanismen der Clathrin-
vermittelten Mannoserezeptor-Internalisierung, insbesondere das 
Internalisierungs- und Sortier-Signal sowie das verantwortliche Adapterprotein, 
sind dabei allerdings bisher nur unzureichend erforscht. 
Der murine Mannoserezeptor besitzt in seiner zytoplasmatischen Domäne zwei 
bekannte Internalisierungssignale, ein Tyrosin-basiertes Endozytosemotiv 
(FENTLY) und ein di-hydrophobes Motiv (LM) (Abbildung 6-12 A) (East and Isacke, 
2002). Diese Motive sind bereits von anderen Rezeptoren bekannt und vermitteln 
dort die Interaktion mit Adapterproteinen und die Rekrutierung an Clathrin-
umhüllte Einbuchtungen. Auch das Phenylalanin direkt nach der FENTLY-Sequenz 
scheint eine wichtige Funktion zu haben, gemeinsam mit dem Tyrosin bildet es ein 
di-aromatisches Motiv (Schweizer et al., 2000). 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde nun die Bedeutung dieser Motive für die 
MR-vermittelte OVA-Aufnahme untersucht. Zu diesem Zweck wurden zunächst 
Expressionsvektoren für das MR-Gen mit gezielten Punktmutationen im 
zytoplasmatischen Teil des MR hergestellt. Um zusätzlich die Funktion der 
Transmembrandomäne (TM-Domäne) des MR zu untersuchen, wurde mittels 
gerichteter Mutagenese die TM-Domäne des MR gegen die des (cation-
independent) Mannose-6-Phosphatrezeptors ((CI)M6PR) ausgetauscht. Ein 
weiterer verwendeter chimärer Rezeptor enthält die extrazelluläre Domäne des 
Mannoserezeptors und die TM-Domäne des CIM6PR, aber keine zytoplasmatische 
Domäne. Ein Schema der generierten MR-Konstrukte ist in Abbildung 6-12 B zu 
sehen.  
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Abbildung 6-12: Untersuchte Mannoserezeptormutanten und chimäre Rezeptoren. 
A Aminosäure (AS)-Sequenz der zytoplasmatischen Domänen des humanen und murinen MR mit den 
relevanten Endozytosemotiven. Die Aminosäuren sind dem Einbuchstabencode entsprechend dargestellt. 
Verändert aus (East and Isacke, 2002). 
B N- und C-Termini sind mit den entsprechenden Buchstaben gekennzeichnet. Die Aminosäuren sind nach 
dem Einbuchstabencode benannt, die Zahlen beschreiben die Stelle der mutierten AS vom Startcodon aus. 
Beispiel Y1429A: das Tyrosin an Stelle 1429 wurde zu einem Alanin mutiert. CIM6PR: (Cation-
independent) Mannose-6-Phosphatrezeptor.  
6.2.1 Das di-aromatische Endozytosesignal im zytoplasmatischen Teil des MR ist für 
die OVA-Aufnahme von Bedeutung 
Da BMDCs sich im Allgemeinen äußerst schlecht transfizieren lassen, insbesondere 
nicht mit einem so großen Molekül wie dem Mannoserezeptor, wurden zunächst 
Hek293T Zellen als Modellsystem eingesetzt. Die Zellen wurden transient 
transfiziert und 40–48 Stunden nach der Transfektion wurde die MR-vermittelte 
Aufnahme von OVA-Alexa647 untersucht. Um trotz möglicher Unterschiede in der 
Transfektionseffizienz der verschiedenen Konstrukte die OVA-Aufnahme dennoch 
vergleichen zu können, wurden die Zellen anschließend fixiert, permeabilisiert 
N
C
N
C
N
C
N
C
CIM6PR
Mannoserezeptor
MR WT MR-M6PR MR-M6PR-
MR
N
C
N
C
N
C
N
C
M1445A
F1430A
Y1429A
F1430A
Y1429A
L1444P
M1445A
MR YA MR 
YFAA
MR FA MR MA MR 
LPMA
MR human
MR murin
Tyrosin-basiertes 
Motiv
di-hydrophobes 
Motiv
A
B
ERGEBNISSE 
 
 
  
72 
und mit einem αMR-Antikörper gefärbt, sodass für jede Probe die OVA-Aufnahme 
zur MR-Expression normalisiert werden konnte (Abbildung 6-13). 
 
Abbildung 6-13: OVA-Aufnahme in Hek Zellen durch verschiedene MR-Mutanten.  
Hek293T Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für die angezeigten MR-Mutanten oder für das green 
fluorescent protein (GFP) transfiziert und nach ca. 48 Stunden mit OVA-Alexa647 für 30 Minuten bei 37 °C 
inkubiert. Die Transfektionseffizienz wurde mittels intrazellulärer Antikörperfärbung bestimmt. Die MFI aller 
MR+ Zellen im Alexa647- und FITC-Kanal (MR-Expression) wurden mit FlowJo berechnet und die OVA-
Aufnahme zur MR-Expression normalisiert. Das Diagramm zeigt Mittelwerte von Triplikaten ± SEM. Kontrolle: 
untransfizierte Zellen, p-Werte beziehen sich auf die jeweilige Probe im Vergleich zum MR WT und wurden 
mittels Student T-Test bestimmt, ns: nicht signifikant. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für mindestens 
drei unabhängige Experimente. 
 
Die Transfektion von Hek Zellen mit MR-DNA befähigt die Zellen zur OVA-
Aufnahme. Da Zellen, die mit GFP-DNA transfiziert wurden, kein OVA aufnehmen, 
ist die OVA-Aufnahme kein der Transfektion geschuldetes Artefakt, sondern ein 
spezifischer Effekt des Mannoserezeptors. Alaninsubstitution des Tyrosin oder des 
Phenylalanin aus dem di-aromatischen Internalisierungsmotiv versursacht eine 
signifikant verminderte MR-vermittelte OVA-Aufnahme. Punktmutationen des di-
hydrophoben Internalisierungssignals (L1444P, M1445A) haben im Gegensatz 
dazu keinen signifikanten Effekt auf die Antigenaufnahme (Abbildung 6-13).  
Durch Austausch der TM-Domäne des MR mit der TM-Domäne des Mannose-6-
Phosphatrezeptors konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch sie eine wichtige 
Funktion bei der OVA-Aufnahme besitzt. Wird zusätzlich dazu der 
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zytoplasmatische Teil des MR entfernt, ist die OVA-Aufnahme fast vollständig 
beeinträchtigt (Abbildung 6-13). Zusammengefasst besitzt also sowohl die 
TM-Domäne als auch die zytoplasmatische Domäne des MR eine wichtige Funktion 
bei der Internalisierung, besonders relevant ist hierbei das di-aromatische 
Endozytosesignal (YF).  
6.2.2 AP2 spielt eine Rolle bei der MR-vermittelten OVA-Aufnahme 
Für die Internalisierung von Rezeptoren im Zuge der Clathrin-vermittelten 
Endozytose sind Adapterproteine vonnöten, welche den Rezeptor mit Clathrin 
verbinden (Robinson, 2004; Traub, 2003). Hierbei entscheidet wahrscheinlich das 
verwendete Adapterprotein darüber, in welche Kompartimente ein Ligand 
aufgenommen wird (Lakadamyali et al., 2006). Da das Adapterprotein AP2 die 
Internalisierung des Transferrinrezeptors vermittelt (Motley et al., 2003) und OVA 
sowie Transferrin bekanntermaßen in die gleichen Kompartimente geleitet 
werden (Burgdorf et al., 2008), wurde in dieser Arbeit die Bedeutung von AP2 bei 
der MR-vermittelten OVA-Aufnahme untersucht. 
Wie oben gezeigt wurde, ist das di-aromatische Motiv (YF) im zytoplasmatischen 
Schweif des MR für die Internalisierung ausschlaggebend. Da die µ2-Untereinheit 
von AP2 für die Interaktion mit Tyrosin-basierten Signalen verantwortlich ist 
(Ohno et al., 1995), wurde diese für die folgenden Versuche mittels siRNA 
herunterreguliert und der Effekt auf die MR-abhängige OVA-Aufnahme ermittelt. 
Um den Zeitpunkt mit der geringsten AP2 µ2-Expression nach der siRNA-
Elektroporation zu bestimmen, wurde zunächst eine Zeitreihe (Tag null, drei und 
vier) durchgeführt. An Tag drei nach der Elektroporation ist die AP2 µ2-
Expression fast vollständig gehemmt, nach weiteren 24 Stunden ist wieder mehr 
Protein in den Zellen vorhanden (Abbildung 6-14). Auf Grundlage dieser Zeitreihe 
wurden die BMDCs in den folgenden Versuchen mit AP2 µ2-Knockdown immer an 
Tag drei nach der Elektroporation verwendet.  
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Abbildung 6-14: Zeitreihe für siRNA-Knockdown von AP2 µ2. 
BMDCs wurden mit 10 µg siRNA elektroporiert. An Tag null, drei und vier wurden die Zellen lysiert und 
mittels Western Blot das AP2 µ2-Expressionslevel untersucht. Kontrollzellen wurden mit Luciferase-siRNA 
elek-troporiert. Um die gleichmäßige Beladung des SDS-Gels nachzuweisen, wurde der Blot mit einem αAktin-
Antikörper gefärbt. Die Abbildung ist repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente.  
 
Wie in Abbildung 6-15 zu sehen, nehmen BMDCs ohne AP2 µ2 weniger OVA auf als 
die Kontrollzellen. Die Berechnung der MFI von OVA+ Zellen ergibt eine Reduktion 
der Fluoreszenzintensität von ca. 30% im Vergleich zu den Kontrollzellen. Das 
Adapterprotein AP2 und speziell seine µ2-Untereinheit spielt demnach eine Rolle 
bei der MR-vermittelten OVA-Aufnahme. 
 
Abbildung 6-15: Der Einfluss von AP2 auf die MR-vermittelte OVA-Aufnahme. 
BMDCs wurden mit 10 µg siRNA transfiziert. Als Kontrolle wurde siRNA gegen das Luciferase-Gen verwendet. 
72 Stunden nach der Elektroporation wurde die Aufnahme von OVA-Alexa647 (250 ng/ml, 15 Minuten bei 
37 °C) mittels Durchflusszytometrie untersucht. 
A Ein repräsentatives Histogramm für die OVA-Aufnahme. 
B Das Balkendiagramm zeigt Mittelwerte ± SEM der mittleren Fluoreszenzintensität der OVA+ Events von 
fünf unabhängigen Experimenten. Der p-Wert wurde mittels Student T-Test berechnet.  
 
Mit dem Ziel, die verminderte OVA-Aufnahme direkt mit einer Beeinträchtigung 
der MR-Internalisierung in Zusammenhang zu bringen, wurde weiterhin die 
Verteilung des MR innerhalb der Zelle nach Knockdown von AP2 µ2 untersucht. 
BMDCs wurden mit AP2 µ2-siRNA transfiziert und die MR-Expression innerhalb 
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der gesamten Zelle oder ausschließlich auf der Zelloberfläche mittels 
Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 6-16).  
 
Abbildung 6-16: Intra- und extrazelluläre Verteilung des MR nach AP2 µ2-Knockdown. 
BMDCs wurden mit siRNA transfiziert und nach drei Tagen extrazellulär oder intrazellulär mit einem 
spezifischen αMR-Antikörper gefärbt. Zur Quantifizierung wurde die mittlere Fluoreszenzintensität aller MR+ 
Zellen berechnet. Kontroll-siRNA: Luciferase, grau hinterlegt: ungefärbte Zellen. Die Daten sind repräsentativ 
für drei unabhängige Experimente. 
 
Wie mit diesem Experiment gezeigt werden konnte, wird das generelle 
Expressionslevel des MR (intra- und extrazellulär) durch die Herunterregulation 
von AP2 µ2 nicht beeinflusst. Jedoch zeigt der Knockdown einen Effekt auf die 
zelluläre Verteilung des MR: In Zellen, die kein oder wenig AP2 µ2 exprimieren, 
sind weniger MR-Moleküle an der Zelloberfläche vorhanden als in Zellen mit 
normaler AP2 µ2-Expression (Abbildung 6-16).  
6.2.3 Die Bedeutung von AP2 für die Antigenpräsentation 
Wie bereits mehrfach gezeigt, ist die MR-vermittelte Aufnahme eine entscheidende 
Voraussetzung für eine effektive Kreuzpräsentation von OVA (Abbildung 6-7, 
Abbildung 6-8) (Burgdorf et al., 2007). Ob der Verlust der AP2 µ2-Expression und 
die damit verbundene reduzierte Aufnahme des Modellantigens OVA auch eine 
Auswirkung auf die OVA-Kreuzpräsentation hat, sollte im weiteren Verlauf geklärt 
werden. 
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Die Fähigkeit von BMDCs mit reduzierter AP2 µ2-Expression zur 
Kreuzpräsentation und zur Aktivierung spezifischer CD8+ T-Zellen wurde mittels 
IL-2-ELISA und Proliferationsassay untersucht (wie in 5.3 beschrieben). BMDCs 
mit verminderter AP2 µ2-Expression sind deutlich schlechter in der Lage, OVA auf 
MHCI-Molekülen zu kreuzpräsentieren und dadurch CD8+ T-Zellen zu aktivieren 
als Kontroll-BMDCs, was in einer geringeren IL-2-Produktion und verminderten 
Proliferationsrate der T-Zellen resultiert (Abbildung 6-17). Die 
AP2 µ2-Untereinheit hat also nicht nur eine relevante Funktion bei der OVA-
Aufnahme, sie ist dadurch auch für eine effektive OVA-Kreuzpräsentation 
erforderlich.  
 
Abbildung 6-17: Bedeutung von AP2 für die OVA-Kreuzpräsentation. 
BMDCs wurden mit 10 µg AP2 µ2- oder Kontroll-siRNA elektroporiert. 72 Stunden später wurden die Zellen 
ausplattiert und für drei Stunden mit Ovalbumin beladen.  
A Die DCs wurden für 16 Stunden zusammen mit OTI T-Zellen kultiviert, anschließend wurde mittels ELISA 
die IL-2-Konzentration im Überstand gemessen. Die Balken zeigen Mittelwerte ± SEM von Triplikaten. 
Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student T-Test bestimmt. Die gezeigten Daten sind 
repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
B Vor der Kokultivierung mit BMDCs für drei Tage wurden die OTI T-Zellen mit CFSE gefärbt, damit die 
Proliferationsrate der Zellen anschließend im Durchflusszytometer analysiert werden konnte. Balken 
zeigen Mittelwerte ± SEM der Division Indices von Triplikaten, die p-Werte wurden mittels Student 
T-Test bestimmt. Das Experiment wurde zwei Mal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt. 
C Repräsentatives Histogramm proliferierter T-Zellen.  
 
Die Präsentation von OVA auf MHCII-Molekülen erfolgt unabhängig von der 
Aufnahme über den MR. Auf Grund dessen wurde in einem Kontrollversuch die 
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MHCII-bedingte Präsentation von OVA in BMDCs nach AP2 µ2-Knockdown 
untersucht. Hierfür wurden siRNA-behandelte BMDCs mit OVA beladen und ihre 
Fähigkeit zur Aktivierung von CD4+ OTII T-Zellen untersucht (Abbildung 6-18).  
 
Abbildung 6-18: Präsentation von OVA auf MHCII-Molekülen von BMDCs mit verminderter AP2 µ2-
Expression. 
SiRNA-transfizierte BMDCs wurden für drei Stunden mit OVA behandelt und anschließend zusammen mit 
CD4+ OTII T-Zellen kultiviert. Am nächsten Tag wurde die Aktivierung der T-Zellen durch Quantifizierung der 
IL-2-Konzentration im Überstand untersucht. Das Diagramm zeigt Mittelwerte ± SEM von Triplikaten, die 
Daten sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. Die statistische Signifikanz wurde mit dem 
Student T-Test geprüft. 
 
Überraschenderweise versursacht die Herunterregulierung der AP2 µ2-Expression 
neben einer verminderten Kreuzpräsentation auch eine Abnahme in der 
Präsentation von OVA auf MHCII-Molekülen (Abbildung 6-18). Wodurch dieser 
Effekt möglicherweise verursacht wird, wird in der Diskussion genauer 
abgehandelt.  
 
Um den hemmenden Effekt des AP2 µ2-Knockdowns auf die OVA-
Kreuzpräsentation der verringerten OVA-Aufnahme zuschreiben zu können und 
gleichzeitig den Einfluss auf andere, für die Kreuzpräsentation relevante 
Mechanismen auszuschließen, wurden im Folgenden weitere Kontrollexperimente 
durchgeführt. Im Rahmen dieser Kontrollexperimente wurde der Einfluss des 
AP2 µ2-Knockdowns auf die Expression von MHCI- und MHCII-Molekülen sowie 
verschiedener Aktivierungsmarker auf der Zelloberfläche untersucht (Abbildung 
6-19).  
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Abbildung 6-19: Oberflächenexpression von MHC-Molekülen und Aktivierungsmarkern nach 
Herunterregulation der AP2 µ2-Expression. 
AP2 µ2 wurde mittels siRNA herunterreguliert und nach 72 Stunden die Expression von MHCI, MHCII, CD80, 
CD86 und CD40 auf der Zelloberfläche bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen jeweils die Quantifizierung der 
zughörigen Histogramme. MFI: Mittlere Fluoreszenzintensität; als Kontrolle wurde Luciferase-siRNA 
verwendet. Grau hinterlegt: ungefärbte Zellen. Die Färbungen wurden in drei unabhängigen Experimenten mit 
vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt.  
 
Ein Einfluss der AP2 µ2-siRNA-Behandlung auf die Oberflächenexpression von 
MHCI- und MHCII-Molekülen sowie der Aktivierungsmarker CD80, CD86 oder 
CD40 konnte mit diesen Experimenten ausgeschlossen werden. AP2 µ2-siRNA-
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behandelte DCs und Kontroll-siRNA-behandelte DCs zeigen für alle untersuchten 
Moleküle eine vergleichbare Expression auf der Zelloberfläche (Abbildung 6-19).  
 
6.3 Das Immunoproteasom ist wichtig für die OVA-Kreuzpräsentation  
Trotz zahlreicher Erkenntnisse über die molekularen Mechanismen der 
Antigenkreuzpräsentation bleiben diverse Faktoren noch ungeklärt. 
Beispielsweise wurden bisherige Nachweise über die Rolle des Proteasoms bei der 
Kreuzpräsentation hauptsächlich indirekt über Versuche mit generellen 
Proteasominhibitoren erbracht (Ackerman and Cresswell, 2004; Burgdorf et al., 
2006; Burgdorf et al., 2008; Shen et al., 2004). Aus diesem Grund wurde in der 
vorliegenden Arbeit die Rolle des Proteasoms bei der Antigenkreuzpräsentation 
durch siRNA-vermittelten Knockdown einzelner Proteasomuntereinheiten 
untersucht. Als Ziel wurde die nicht-ATPase Untereinheit des 19S Regulators 
(PSMD4) und die 20S Proteasomuntereinheit beta Typ 4 (PSMB4) verwendet. Wie 
Abbildung 6-20 A zeigt, geht die Expression der Untereinheiten PSMD4 und PSMB4 
nach Knockdown mittels siRNA deutlich zurück, wenn auch eine gewisse 
Restmenge an Protein noch in den Zellen vorhanden ist.  
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Abbildung 6-20: Die Rolle des Proteasoms bei der OVA-Kreuzpräsentation. 
BMDCs wurden mit 10 µg siRNA elektroporiert. Als Kontrolle wurde siRNA gegen das Luciferase-Gen 
verwendet. 
A An Tag null oder drei nach der Elektroporation wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot wurde 
das Expressionslevel der Proteasomuntereinheiten bestimmt. 
B An Tag drei nach der Elektroporation wurden die Zellen mit Ovalbumin beladen und mit OVA-
spezifischen CD8+ T-Zellen kokultiviert. Am nächsten Tag wurde die IL-2-Konzentration im Überstand 
mittels ELISA bestimmt. Das Experiment wurde drei Mal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt. 
 
Durch Kultivierung von siRNA-behandelten BMDCs zusammen mit CD8+ OTI 
T-Zellen und anschließender Bestimmung der IL-2-Konzentration im Überstand 
wurde der Effekt dieses Knockdowns auf die OVA-Kreuzpräsentation untersucht. 
Nach Herunterregulieren der beiden Untereinheiten in BMDCs ist eine 
verminderte T-Zell-Aktivierung durch Kreuzpräsentation, sichtbar durch die 
reduzierte IL-2-Sekretion der T-Zellen, zu beobachten. Knockdown der 20S-UE 
PSMB4 zeigt dabei einen größeren Einfluss als die Herunterregulierung der 19S-
UE PSMD4 (Abbildung 6-20).  
Neben diesem direkten Nachweis über die Notwendigkeit des Proteasoms für eine 
effektive Antigenkreuzpräsentation sollte im Folgenden geklärt werden, ob das 
Immunoproteasom, welches in DCs konstitutiv exprimiert wird, hierbei eine Rolle 
spielt. In diesem Sinne wurden die induzierbaren Immunoproteasom-UE LMP2 
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und LMP7 in BMDCs herunterreguliert und die Fähigkeit dieser DCs zur 
Kreuzpräsentation untersucht. Als zusätzliche Kontrolle wurden zudem BMDCs 
aus LMP2-/- und LMP7-/- Mäusen verwendet.  
 
Abbildung 6-21: Die Bedeutung des Immunoproteasoms bei der Antigenkreuzpräsentation. 
BMDCs wurden mit siRNA elektroporiert und nach 72 Stunden für SDS-PAGE und Western Blot lysiert (A) 
oder mit OVA behandelt und mit OVA-spezifischen T-Zellen (B3Z) über Nacht kokultiviert. Am nächsten Tag 
wurde der IL-2-Gehalt im Überstand ermittelt (B). BMDCs aus WT, LMP2-/- oder LMP7-/- Mäusen wurden an 
Differenzierungstag sieben lysiert und mittels Western Blot das LMP2/7-Expressionslevel ermittelt (C) oder 
die Aufnahme von OVA nach 15 Minuten Inkubation mit OVA-Alexa647 (250 ng/ml) bei 37 C° getestet (D). Die 
Fähigkeit zur Kreuzpräsentation in diesen Zellen wurde nach Beladung mit OVA und Inkubation mit OTI Zellen 
über Nacht anhand der IL-2-Sekretion bestimmt. Die Balken zeigen Triplikate ± SEM, die p-Werte wurden 
durch den Student T-Test ermittelt. Als Kontrolle diente siRNA gegen das Luciferase-Gen. Die hier gezeigten 
Experimente wurden zwei Mal (LMP2-/-/LMP7-/- Zellen) beziehungsweise drei Mal (siRNA-Knockdown) mit 
vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt.  
 
Durch Elektroporation von spezifischer siRNA konnte die Expression der 
Immunoproteasom-UE LMP2 und LMP7 deutlich verringert, jedoch nicht 
vollständig gehemmt werden (Abbildung 6-21 A). Trotz der verbleibenden 
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Restexpression von LMP2 und LMP7 sind die BMDCs in ihrer Fähigkeit, OVA-
spezifische CD8+ T-Zellen zu aktivieren, stark beeinträchtigt, was sich in einer 
signifikant verminderten Ausschüttung von IL-2 durch die T-Zellen manifestiert 
(Abbildung 6-21 B). Um die Restexpression der Immunoproteasom-UE nach dem 
siRNA-vermittelten Knockdown zu umgehen, wurde der Versuch mit LMP2-/- und 
LMP7-/- BMDCs wiederholt. In diesen Zellen ist keinerlei Expression von LMP2 
beziehungsweise LMP7 zu detektieren, wie die Western Blot Analyse zeigt 
(Abbildung 6-21 C). Auch diese BMDCs vermitteln im Vergleich zu WT Zellen eine 
signifikant schlechtere Aktivierung von OTI T-Zellen und sind demzufolge nicht zu 
einer effektiven Kreuzpräsentation des Modellantigens OVA in der Lage 
(Abbildung 6-21 E). Im Gegensatz dazu ist kein Unterschied bei der direkten 
Beladung mit dem OVA-Peptid SIINFEKL zu beobachten (Abbildung 6-21 E), ein 
Hinweis darauf, dass tatsächlich die Antigenprozessierung und nicht die Beladung 
der MHCI-Moleküle in den Knockout-DCs gestört ist. Auch ein Effekt des Knockouts 
auf die Antigenaufnahme wurde ausgeschlossen (Abbildung 6-21 D). Darüber 
hinaus zeigt der Knockdown von LMP2 und LMP7 keinen Effekt auf die Aufnahme 
des Antigens in stabile frühe Endosomen, von wo aus das Antigen effektiv 
kreuzpräsentiert wird. Ovalbumin kolokalisiert mit dem MR und dem früh-
endosomalen Marker EEA1, wohingegen keine Kolokalisation mit dem 
lysosomalen Marker LAMP1 und dem Pinozytosemarker Lucifer Yellow, der nach 
seiner Aufnahme in Lysosomen geleitet wird, erkennbar ist (Abbildung 6-22).  
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Abbildung 6-22: Intrazelluläre Lokalisation von OVA in BMDCs nach Herunterregulation von LMP2 und 
LMP7. 
BMDCs wurden mit siRNA elektroporiert, nach 72 Stunden auf Deckgläschen ausplattiert und für 15 Minuten 
mit Alexa647 gekoppeltem Ovalbumin (250 ng/ml) oder Lucifer Yellow (0,3 mg/ml) inkubiert. Zellen wurden 
mit 4 % PFA fixiert und mit spezifischen Antikörpern gegen den Mannoserezeptor, EEA1, LAMP1 oder Lucifer 
Yellow gefärbt. Zellkerne wurden mit Dapi sichtbar gemacht. Der Maßstabbalken entspricht 10 µm. 
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6.3.1 Das Immunoproteasom wird an OVA+ Endosomen rekrutiert 
Da Peptide nach dem Abbau durch das Proteasom relativ instabil sind und schnell 
abgebaut werden (Reits et al., 2003), ist eine unmittelbare räumliche Nähe des 
Proteasoms zu den Kompartimenten, in welche die Peptide für eine effektive 
Kreuzpräsentation wieder aufgenommen werden, notwendig. Die Lokalisation des 
Immunoproteasoms in räumlicher Nähe von Antigen-beladenen Endosomen 
wurde zunächst durch Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen (Abbildung 6-23).  
 
Abbildung 6-23: Das Immunoproteasom ist an OVA+ Endosomen vorhanden. 
BMDCs wurden lentiviral zur Expression von LMP2 oder LMP7-GFP Fusionsproteinen transduziert, auf 
Deckgläsern ausplattiert und mit Ovalbumin-Alexa647 für 15 Minuten inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen fixiert und die Zellkerne mit Dapi gefärbt. Die Pfeile zeigen Kolokalisation der Fusionsproteine mit OVA 
an, der Maßstabbalken entspricht 10 µm. Die Daten sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente.  
 
Um das Immunoproteasom im Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen, wurden 
BMDCs lentiviral mit LMP2-GFP und LMP7-GFP Fusionsproteinen transduziert. 
Das GFP befindet sich dabei am C-Terminus von LMP2 und LMP7. Auf diese Weise 
können die Untereinheiten weiterhin in das Proteasom eingebaut werden und der 
Komplex ist nach wie vor proteolytisch aktiv (Reits et al., 1997). Abbildung 6-23 
zeigt die Verteilung der Fusionsproteine innerhalb der Zelle. Das 
Immunoproteasom befindet sich im Zytoplasma in punktförmigen Strukturen, an 
einigen Stellen ist Kolokalisation mit Ovalbumin erkennbar (Abbildung 6-23).  
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6.4 Charakterisierung von OVA-haltigen Endosomen mittels 
Durchflusszytometrie 
Mit Hilfe von Fusionsproteinen und Fluoreszenzmikroskopie wurde im Rahmen 
dieser Arbeit bereits ein erster Hinweis für die Rekrutierung des 
Immunoproteasoms an OVA-beladene Endosomen geliefert. Jedoch lässt sich auf 
diese Weise nur eine Aussage über einzelne Zellen treffen. 
In den letzten Jahren entwickelten zwei Mitarbeiter unserer Gruppe, Achmet Imam 
Chasan und Matthias Zehner, ein Protokoll, mit dem OVA-haltige Endosomen 
isoliert werden können und ihre Proteinzusammensetzung mittels spezifischer 
Antikörperfärbung und anschließender Durchflusszytometrie untersucht werden 
kann (Zehner et al., 2012). Auf diese Weise können gleichzeitig viele Zellen und 
OVA+ Endosomen untersuchen werden und die Menge interessanter Proteine an 
den Endosomen kann sogar quantifiziert werden. Im Rahmen meiner Doktorarbeit 
arbeitete ich an der Weiterentwicklung und Validierung der Methode mit und 
wendete sie für relevante Fragestellungen an.  
Für die endosomale Durchflusszytometrie wurden BMDCs von WT oder MR-/- 
Mäusen zunächst mit OVA-Alexa647 bei 37 °C behandelt, um die Antigenaufnahme 
zu ermöglichen. Anschließend wurden die Zellen homogenisiert und die 
Endosomen isoliert wie in 5.2 beschrieben. In Übereinstimmung mit der MR-
abhängigen OVA-Aufnahme in BMDCs (Abbildung 6-24 A) enthalten WT BMDCs 
OVA+ Vesikel, während MR-/- BMDCs ausschließlich OVA− Vesikel enthalten 
(Abbildung 6-24 B). Die untersuchten Vesikel werden also spezifisch durch den MR 
mit OVA gespeist.  
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Abbildung 6-24: Endosomen aus WT und MR-/- BMDCs. 
WT oder MR-/- BMDCs wurden mit OVA-Alexa647 (250 ng/ml) bei 37 °C inkubiert und die Zellen (A) oder 
isolierte Endosomen (B) mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Daten sind repräsentativ für mindestens 
vier unabhängige Experimente. 
A OVA-Aufnahme von BMDCs aus WT oder MR-/- Mäusen. Kontrollzellen (grau hinterlegt) wurden nur mit 
Medium inkubiert.  
B Nach Inkubation mit OVA wurden die Zellen homogenisiert, die Endosomen durch mehrere Zentrifuga-
tionsschritte isoliert und anschließend im Durchflusszytometer analysiert.  
 
Durch Vergleich mit kalibrierten Größenbeads konnten Achmet Imam Chasan und 
Matthias Zehner die Größe dieser isolierten OVA-haltigen Vesikel auf circa 500 nm 
bestimmen. Mit Hilfe diverser Detergenzien konnten sie weiterhin bestätigen, dass 
es sich um intakte Organellen handelt (Zehner et al., 2012). Ferner konnten die 
isolierten Organellen mit spezifischen Antikörpern gefärbt werden, eine wichtige 
Voraussetzung für die Identifizierung von Proteinen an der Oberfläche dieser 
Endosomen. Abbildung 6-25 zeigt beispielhaft eine spezifische Färbungen des MR 
und des endosomalen Markers Rab5 an der Membran von OVA+ Endosomen. Unter 
Verwendung sowohl WT als auch MR-/- BMDCs wurde die Spezifität der MR-
Färbung sichergestellt (Abbildung 6-25 A). Die Spezifität der Rab5 Färbung wurde 
durch den Einsatz eines unspezifischen Antikörpers als Isotypkontrolle 
nachgewiesen (Abbildung 6-25 B). Weitere Färbungen belegen die Existenz von 
EEA1 und TAP1 an OVA+ Vesikeln, während LAMP1 und Rab7 nicht an den 
isolierten Endosomen vorhanden sind, und bekräftigen damit den schon 
beschriebenen früh-endosomalen Charakter der OVA+ Endosomen (Burgdorf et al., 
2007; Zehner et al., 2012). 
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Abbildung 6-25: Spezifische Färbung von Proteinen auf der Oberfläche von Endosomen. 
BMDCs wurden mit OVA-Alexa647 inkubiert, homogenisiert und die Endosomen isoliert. Anschließend 
wurden die Endosomen mit einem αMR-Antikörper (A), einem αRab5-Antikörper oder einer Isotypkontrolle 
(B) gefärbt und im Durchflusszytometer analysiert. Die Abbildungen sind repräsentativ für drei unabhängige 
Experimente.  
6.4.1 Einsatz der endosomalen Durchflusszytometrie zum Nachweis des 
Immunoproteasoms an OVA+ Endosomen  
Zur Bestätigung der in Abbildung 6-23 gezeigten Rekrutierung des Immuno-
proteasoms an OVA-beladene Kompartimente wurden im Folgenden Endosomen 
aus OVA-beladenen WT BMDCs isoliert und mit spezifischen Antikörpern gegen 
LMP2 und LMP7 gefärbt. In der Tat konnten mit dieser Methode beide 
Immunoproteasom-UE an OVA-haltigen Endosomen nachgewiesen werden 
(Abbildung 6-26).  
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Abbildung 6-26: Färbung von LMP2 und LMP7 an OVA-haltigen Endosomen. 
OVA-Alexa647 beladene BMDCs wurden homogenisiert und zentrifugiert, um Endosomen zu isolieren. Die 
Endosomen wurden im Anschluss mit einem αLMP2-Antikörper, einem αLMP7-Antikörper oder einem 
unspezifischen Antikörper als Isotypkontrolle gefärbt. Zuletzt wurden die Endosomen im Durchflusszytometer 
analysiert. Die Färbung wurde mindestens drei Mal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt. 
 
Zwar wurde bei dem Versuch ein unspezifischer Antikörper als Isotypkontrolle 
verwendet, dennoch sollte die Spezifität der Färbung eindeutiger belegt werden. 
Aus diesem Grund wurde die Färbung an Endosomen aus BMDCs nach siRNA-
vermitteltem Knockdown von LMP2 sowie in LMP2-/- oder LMP7-/- BMDCs 
wiederholt. 
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Abbildung 6-27: Die Färbung von LMP2 und LMP7 an Endosomen ist unspezifisch. 
A WT BMDCs wurden mit LMP2- oder Kontroll-siRNA elektroporiert. Nach Inkubation mit OVA-Alexa647 
wurden die Endosomen isoliert und mit einem αLMP2-Antikörper oder einer Isotypkontrolle gefärbt. 
Zuletzt wurden die Endosomen im Durchflusszytometer analysiert. Die Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. 
B Endosomen wurden aus mit OVA-Alexa647 behandelten WT, LMP2-/- oder LMP7-/- BMDCs isoliert und 
mit spezifischen Antikörpern oder einer Isotypkontrolle gefärbt. Anschließend wurden sie mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Die Abbildung zeigt repräsentative Ergebnisse aus drei unabhängigen 
Experimenten. 
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Fatalerweise zeigen sowohl die Versuche nach Herunterregulation der LMP2-
Expression als auch die Versuche mit LMP2-/- und LMP7-/- Zellen, dass die Färbung 
der beiden Immunoproteasom-UE an OVA+ Endosomen nicht spezifisch zu sein 
scheint (Abbildung 6-27). Entgegen aller Erwartungen ging die Intensität der 
LMP2-Färbung in siRNA-behandelten BMDCs oder Knockout-BMDCs im Vergleich 
zu WT Zellen nicht zurück. Auch das vermeintlich spezifische LMP7 Signal ist in 
Endosomen aus LMP7-/- BMDCs so deutlich wie in WT BMDCs. Mit den hier 
verwendeten Antikörpern war demnach kein eindeutiger Nachweis über die 
Rekrutierung des Immunoproteasoms an OVA+ Endosomen möglich.  
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7 Diskussion 
7.1 Mannosylierung von SLPs führt zu einer erhöhten MR-vermittelten 
Aufnahme und einer verbesserten Kreuzpräsentation 
Bekanntermaßen können Virus-infizierte Zellen und Tumorzellen besonders 
effektiv mit einer zellvermittelten adaptiven Immunantwort bekämpft werden. Im 
Hinblick auf die Verbesserung von therapeutischen Impfstoffen ist daher das 
Auslösen einer stabilen, zytotoxischen T-Zell-Antwort das Hauptziel. 
Mit ihrer Fähigkeit, eine große Anzahl vielfältiger Antigene aufzunehmen, auf 
MHCI-Molekülen zu präsentieren und auf diese Weise zytotoxische CD8+ T-Zellen 
zu aktivieren, stellen dendritische Zellen eine wichtiges Ziel für die therapeutische 
Vakzinierung dar. 
Das Targeting von Antigenen an endozytotische Rezeptoren auf dendritischen 
Zellen ist mittlerweile eine bewährte Methode, um die Wirkung von Impfstoffen zu 
erhöhen. Entscheidend hierbei ist, dass die Antigene nicht nur effektiv in die 
antigenpräsentierende Zelle aufgenommen werden, sondern auch direkt in die 
richtigen intrazellulären Kompartimente geleitet werden, an denen alle 
notwendigen Komponenten für die Antigenprozessierung und -präsentation 
vorhanden sind. 
Der Mannoserezeptor ist in der Lage, große Mengen an löslichem OVA in BMDCs 
aufzunehmen und das Antigen in für die Kreuzpräsentation spezialisierte 
Kompartimente zu leiten, wo es prozessiert und auf MHCI-Moleküle geladen wird 
(Burgdorf et al., 2007; Burgdorf et al., 2008). Aus diesem Grund ist der 
Mannoserezeptor ein besonders interessantes Objekt für die zielgerichtete 
Vakzinierung.  
Viele Anläufe wurden mittlerweile unternommen, um die gezielte Aufnahme von 
Antigenen über den Mannoserezeptor zu verbessern. Beispielsweise wurden 
Vakzine mit Mannoseresten versehen (Agnes et al., 1998; Engering et al., 1997; 
Hattori et al., 2004; Tan et al., 1997), mit Mannan konjugiert (Sasaki et al., 1997; 
Toda et al., 1997) oder an monoklonale Antikörper (mAb) gegen den MR gebunden 
(He et al., 2007; He et al., 2004; Ramakrishna et al., 2004). 
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In vielen dieser Studien wurde bereits beschrieben, dass das Anbringen von 
Mannoseresten an Antigene zu einer erhöhten spezifischen Immunantwort führt. 
Da jedoch Mannosereste nicht ausschließlich über den MR aufgenommen werden, 
sondern auch von anderen C-Typ-Lektinen (z.B. DC-SIGN) mittels ihrer 
Kohlehydraterkennungsdomäne (CRD) erkannt werden, fehlte bisher der Beweis 
dafür, dass tatsächlich der MR für die verbesserte Immunantwort von 
mannosylierten Peptiden verantwortlich ist.  
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Aufnahme und Kreuzpräsentation von 
mannosylierten Peptiden im Kontext von WT oder MR-/- DCs untersucht. Auf diese 
Weise können die beobachteten Effekte direkt mit der MR-Expression in 
Verbindung gebracht werden. Mannosylierung des SLPs führt zu einer deutlich 
verbesserten MR-abhängigen Aufnahme in BMDCs im Vergleich zum nicht 
mannosylierten Peptid (Abbildung 6-2, Abbildung 6-3, Abbildung 6-4).  
Wie zusätzlich gezeigt wurde, gelangt das mannosylierte Peptide nicht nur über 
den gleichen Rezeptor in die Zelle, es wird auch in die gleichen subzellulären 
Kompartimente wie OVA gebracht (Abbildung 6-5). Die genauere 
Charakterisierung der Vesikel bestätigte die zielgerichtete Aufnahme des 
mannosylierten Peptids in stabile frühe Endosomen (Abbildung 6-6). 
Mit verschiedenen in vitro Versuchen wurde in dieser Arbeit die Abhängigkeit der 
Kreuzpräsentation des mannosylierten Peptids von der MR-Expression bewiesen. 
In Übereinstimmung mit der sehr geringen Aufnahme des nicht mannosylierten 
Peptids in BMDCs können die Zellen mit diesem Peptid auch keine nennenswerte 
T-Zell-Antwort auslösen (Abbildung 6-7, Abbildung 6-8). Die Mannosylierung von 
Peptiden bietet also in der Tat die Möglichkeit, eine zielgerichtete MR-abhängige 
Aufnahme hervorzurufen und somit die Kreuzpräsentation zu verbessern.  
Der MR führt OVA fast ausschließlich in Kompartimente, von denen aus OVA sehr 
effektiv kreuzpräsentiert wird, die MHCII-Präsentation bleibt davon unbeeinflusst 
(Burgdorf et al., 2007). In Übereinstimmung damit erfolgt auch die MHCII-
Präsentation der Peptide unabhängig davon, ob das Peptid mannosyliert ist oder 
nicht und ob die BMDCs den MR exprimieren oder nicht (Abbildung 6-9). Da 
sowohl die CD4+ als auch die CD8+ T-Zell-Antwort wertvoll im Sinne einer 
erfolgreichen therapeutischen Vakzinierung ist, war es wichtig, zu zeigen, dass die 
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MHCII-Präsentation der Peptide durch Mannosylierung nicht negativ beeinflusst 
wird.  
Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ruft das mannosylierte Peptid in 
vitro eine erhöhte zytotoxische T-Zell-Antwort im Vergleich zum nicht-
mannosylierten Peptid hervor. Deutlich interessanter ist allerdings, dass die 
Mannosylierung des Peptids auch in vivo zu einer effizienten Aktivierung und 
Proliferation von spezifischen CD8+ T-Zellen führt (Abbildung 6-10). Dies trifft 
sowohl für das OVA-spezifische Peptid als auch für das HPV16 E7-spezifische 
Peptid zu (Abbildung 6-11). 
Besonders deutlich war der Effekt, wenn die Peptide intradermal verabreicht 
wurden. Eine Beeinflussung der Immunantwort durch die Art der Verabreichung 
wurde schon in früheren Studien beobachtet (Karanikas et al., 2001) und kann 
durch eine generell bessere Verbreitung des Antigens nach intradermaler 
Verabreichung oder durch eine unterschiedliche Gewebeverteilung MR-
exprimierender APCs zustande kommen. Tatsächlich ist der MR auf DCs der 
Dermis reichlich vorhanden (Keler et al., 2004), wird jedoch von Langerhans 
Zellen in der Epidermis nicht exprimiert (Figdor et al., 2002; Mommaas et al., 
1999).  
Mit der Wahl des HPV16 E7-spezifischen Peptids wurde dieses Projekt in einen 
größeren, klinisch relevanten Zusammenhang gesetzt. Annähernd 100 % aller 
Zervixkarzinome werden durch eine anhaltende Infektion mit dem humanen 
Papillomavirus hervorgerufen (Bosch and de Sanjose, 2003). Vakzinierung mit 
langen HPV16 E7 Peptiden wurde bereits angewendet, um HPV16+ Tumore in 
Mäusen zu bekämpfen (Zwaveling et al., 2002). In einer klinischen Phase I Studie 
wurden lange HPV16-Peptide zudem erfolgreich an Patienten mit Zervixkarzinom 
getestet und waren in der Lage, eine breite IFNγ-assoziierte T-Zellantwort zu 
entfachen (Kenter et al., 2008). Die Tatsache, dass die SLP-vermittelte 
Immunantwort durch eine zielgerichtete Aufnahme über den MR noch weiter 
verbessert werden kann, eröffnet ganz neue Möglichkeiten zur Optimierung 
bereits genutzter therapeutischer Vakzine.  
 
Im Gegensatz zu der Funktion des MR beim Auslösen einer effektiven CD8+ 
T-Zellantwort (Burgdorf et al., 2007; Burgdorf et al., 2006; Burgdorf et al., 2008) 
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sind DCs und andere MR-exprimierende Zellen auch in die Vermittlung von 
Toleranz involviert (Engering et al., 2002; van Kooyk et al., 2004).  
Wie sich in einem anderen Projekt unserer Gruppe herauskristallisierte, ist der MR 
tatsächlich in der Lage, Toleranz zu vermitteln (Verena Schütte, unveröffentlicht). 
In Übereinstimmung mit dieser Erkenntnis löste das Targeting des MR in einigen 
Studien eine anti-inflammatorische, immunsuppressive Antwort aus (Allavena et 
al., 2010; Chieppa et al., 2003). Durch Zugabe von Endotoxin (TLR4-Ligand) kann 
dieser tolerogene Effekt jedoch überwunden werden (McKenzie et al., 2007). Auch 
gegen DEC205 gerichtete Impfstoffe verlangen eine gleichzeitige Verabreichung 
eines Adjuvans, um Immunität anstatt Toleranz zu vermitteln (Bonifaz et al., 2004). 
Frühere Studien unserer Gruppe zeigten bereits die Abhängigkeit der MR-
vermittelten OVA-Kreuzpräsentation von TLR4 und MyD88 (Burgdorf et al., 2008). 
Für eine effiziente Immunantwort durch MR-gerichtete Vakzine ist es daher 
notwendig, die APC gleichzeitig durch ein Gefahren-Signal zu aktivieren. In diesem 
Sinne wurde in den hier gezeigten Experimenten den Mäusen bei der Vakzinierung 
neben den SLPs auch ein Adjuvans verabreicht, um die Entwicklung von Toleranz 
zu vermeiden.  
7.2 Das Tyrosin-basierte Motiv im zytoplasmatischen Teil des MR ist 
bedeutsam für die MR-vermittelte OVA-Aufnahme 
Die molekularen Mechanismen der MR-vermittelten Antigenkreuzpräsentation 
sind seit einigen Jahren Gegenstand intensiver Forschungsarbeit. Die 
mechanistischen Details der MR-Internalisierung wurden bisher allerdings nur 
anhand von chimären Rezeptoren beschrieben (Kruskal et al., 1992; Schweizer et 
al., 2000) und wurden daher im Rahmen dieser Arbeit am vollständigen 
Mannoserezeptor untersucht. 
Übereinstimmend mit früheren Studien erwiesen sich sowohl die Transmembran-
Domäne als auch die zytosolische Domäne des MR als relevant für die 
Rezeptorinternalisierung (Abbildung 6-13) (Ezekowitz et al., 1990; Kruskal et al., 
1992). Zwar ist die zytosolische Domäne des MR mit dem Internalisierungssignal 
essentiell, aber nicht hinreichend für die MR-vermittelte OVA-Aufnahme. Sowohl 
die TM-Domäne als auch die zytosolische Domäne des MR müssen für eine 
effektive Internalisierung vorhanden sein (Abbildung 6-13). 
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Wie in einigen Studien bereits beschrieben wurde, können Mutationen in der 
Transmembran-Domäne großen Einfluss auf die Funktionalität von 
Transmembranproteinen nehmen (Brandt-Rauf et al., 1990; Chung et al., 1989; 
Kruskal et al., 1992; Shaw et al., 1990). Über welchen Mechanismus die TM-
Domäne die Internalisierung des MR beeinflusst, ist ungeklärt. Denkbar ist, dass 
die TM-Domäne selber ein Endozytosemotiv enthält oder die 
Endozytosemaschinerie direkt oder über ein anderes Transmembranprotein mit 
der TM-Domäne interagiert. Alternativ könnte die Konformation des zytosolischen 
Teils durch die TM-Domäne beeinflusst und somit Endozytose ermöglicht oder 
verhindert werden.  
Wie Sequenzvergleiche der zytoplasmatischen Domänen der Rezeptoren aus der 
MR Familie (MR, PLA2R, DEC-205 und Endo180) ergaben, befinden sich in jedem 
dieser Rezeptoren zwei konservierte Endozytosemotive: ein Tyrosin-basiertes 
(FXNXXY) und ein di-hydrophobes (DXXXLL) Motiv (East and Isacke, 2002). Der 
LDL Rezeptor besitzt ein ganz ähnliches Motiv (FXNPXY), welches bei der LDL-
vermittelten Endozytose eine entscheidende Rolle spielt (Chen et al., 1990).  
Mehrere Studien weisen mittlerweile auf eine wichtige Funktion des Tyrosin aus 
dem FENTLY-Motiv im zytoplasmatischen Teil des humanen MR bei seiner 
Internalisierung hin (Kruskal et al., 1992; Schweizer et al., 2000). Auch im Rahmen 
dieser Doktorarbeit wurde die Relevanz des Tyrosin1429 am C-terminalen Ende des 
MR für die Internalisierung bestätigt (Abbildung 6-13). Im Gegensatz zu den 
Ergebnissen von Schweizer et al. wurde hier allerdings auch dem Phenylalanin1430 
eine Bedeutung bei der Internalisierung zugeschrieben (Abbildung 6-13).  
Möglicherweise erklärt werden könnten diese Differenzen auf Grund der 
Verwendung der humanen MR Sequenz im einen Fall (Schweizer et al., 2000) und 
der murinen MR Sequenz in der vorliegenden Studie. Des Weiteren verwendeten 
Schweizer et al. chimäre Rezeptoren aus MR und CDMPR. Der Einfluss des CDMPRs 
auf die Tertiärstruktur der TM-Domäne und zytosolischen Domäne des MR ist 
jedoch nicht bekannt und könnte möglicherweise die Internalisierung verändern. 
Auch wurde bei Schweizer et al. generell die zelluläre Verteilung und die steady 
state Internalisierung des MR untersucht, wohingegen in dieser Doktorarbeit die 
spezifische Aufnahme eines Liganden durch den MR untersucht wurde. 
Möglicherweise hat die Bindung des Liganden einen Effekt auf die Tertiärstruktur 
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des MR, was zur Aggregation des Rezeptors und schließlich zur Internalisierung in 
die Zelle führen kann. Diese Art der Liganden-abhängigen Internalisierung wurde 
bereits für den EGF Rezeptor beschrieben (Glenney et al., 1988; Schlessinger, 
1988).  
Nachdem der MR seinen Liganden an der Zellmembran gebunden hat, wird dieser 
Komplex in Endosomen aufgenommen. Auf Grund des dort herrschenden leicht 
sauren Milieus wird die Bindung zwischen Rezeptor und Ligand aufgelöst und der 
Rezeptor wandert zurück an die Plasmamembran, um erneut für Endozytose zur 
Verfügung zu stehen (Tietze et al., 1980, 1982). Nicht nur die Internalisierung, 
sondern auch das Sortieren in die richtigen zellulären Kompartimente (statische/ 
dynamische Endosomen) ist durch spezifische Signale im zytosolischen Teil des 
Rezeptors geregelt (Bonifacino and Traub, 2003).  
Lakadamyali und Kollegen schlagen ein Modell vor, bei dem schon bei der Bildung 
der Clathrin-umhüllten Einbuchtung entschieden wird, in welche Sorte früher 
Endosomen ein Ligand aufgenommen wird. Hierbei wird zwischen dynamischen 
und statischen frühen Endosomen unterschieden. Material, welches abgebaut 
werden soll (z.B. LDL oder EGF), wird direkt in dynamische, schnell reifende 
Endosomen geleitet, wohingegen Material, das nach der Internalisierung 
wiederverwertet werden soll, in statische frühe Endosomen geschleust wird 
(Lakadamyali et al., 2006).  
Im Einklang mit diesem Modell haben Schweizer et al. in ihren chimären 
Konstrukten das di-aromatische Motiv (YF) am C-terminalen Ende des MR als 
Sortier-Signal für die Aufnahme in frühe Endosomen identifiziert (Schweizer et al., 
2000). In Anlehnung an diese Erkenntnis wäre es für zukünftige Studien 
interessant, die intrazelluläre Route der hier vorgestellten MR-Konstrukte und die 
Lokalisation in dynamischen oder statischen Endosomen in Abhängigkeit der 
Mutationen zu untersuchen.  
Nach diesem ersten Experiment in humanen Hek293T Zellen wäre es weiterhin 
erforderlich, die Internalisierung der MR-Konstrukte auch in murinen BMDCs zu 
untersuchen. Speziell in diesen Zellen spielt die MR-vermittelte Antigenaufnahme 
eine entscheidende Rolle für die Funktion der Zellen, da sie die Grundlage für eine 
effektive Antigenkreuzpräsentation und die Aktivierung von CD8+ T-Zellen bildet 
(Burgdorf et al., 2007). Allerdings lassen sich BMDCs bekanntermaßen sehr 
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schlecht transfizieren. Die vielversprechendste Möglichkeit, BMDCs genetisch zu 
verändern, ist die lentivirale Transduktion. Jedoch ist auch diese Methode in ihrer 
Effektivität begrenzt, speziell durch die Größe der zu transportierenden DNA. 
Tatsächlich ist es unserer Gruppe in den letzten Jahren trotz zahlreicher Anläufe 
nicht gelungen, BMDCs lentiviral mit den sehr großen MR-Konstrukten zu 
transduzieren. Sobald dies gelingt, sollte in zukünftigen Untersuchungen der Effekt 
der hier vorgestellten MR-Mutanten auf die OVA-Aufnahme und die Sortierung in 
frühe Endosomen sowie die MR-vermittelte Kreuzpräsentation untersucht werden.  
7.3 Das Adaptermolekül AP2 übernimmt eine wichtige Funktion bei der MR-
Internalisierung und der MR-abhängigen Antigenkreuzpräsentation 
Membranproteine, die über den Clathrin-Signalweg in die Zelle gelangen, werden 
über Adapterproteine in Clathrin-umhüllte Einbuchtungen aufgenommen. Diese 
Adapterproteine binden zum einen Clathrin und erkennen außerdem 
Signalsequenzen im zytosolischen Teil der Membranproteine. 
Verschiedene Proteine, darunter AP2, Dab2 und Clathrin selber, spielen eine Rolle 
bei der Erkennung des NPXY Signals, welches verändert auch im MR vorkommt 
(Boll et al., 2002; Bonifacino and Traub, 2003; Kibbey et al., 1998). Des Weiteren 
konnte unsere Gruppe in früheren Experimenten AP2 an isolierten OVA+/MR+ 
Endosomen nachweisen (nicht veröffentlicht), was uns veranlasste, die Rolle von 
AP2 bei der MR-vermittelten OVA-Aufnahme und der Antigenkreuzpräsentation 
genauer zu untersuchen. 
Da die µ2-Untereinheit des heterotetrameren AP2-Komplexes mit Tyrosin-
basierten Sortier-Signalen interagiert (Boll et al., 2002; Ohno et al., 1995) und ein 
solches Signal in der zytoplasmatischen Domäne des MR vorhanden ist, wurde 
diese UE als Ziel für Knockdown-Experimente genutzt.  
In der Tat bestätigen die Experimente dieser Arbeit eine Funktion von AP2 bei der 
MR-vermittelten OVA-Aufnahme (Abbildung 6-15). In der oben erwähnten Studie 
von Lakadamyali et al. führte der AP2 µ2-Knockdown zu einer Dysbalance in der 
Verteilung der Endosomenopulationen, sodass deutlich mehr dynamische und 
weniger statische Endosomen im Vergleich zur Kontrollsituation vorhanden waren 
(Lakadamyali et al., 2006). Eine reduzierte AP2-Expression resultiert also in einer 
vermehrten Aufnahme in dynamische Endosomen und dadurch in einem schnellen 
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lysosomalen Abbau. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die MR-Verteilung 
innerhalb der Zelle durch den Knockdown von AP2 µ2 beeinflusst. Zwar bleibt die 
Gesamtmenge an MR-Molekülen in der Zelle unverändert, allerdings ist nach 
Behandlung mit AP2 µ2-siRNA weniger MR an der Zelloberfläche vorhanden 
(Abbildung 6-16). Nach AP2-Knockdown wird der MR-Ligand-Komplex 
möglicherweise statt in statische bevorzugt in dynamische Endosomen 
aufgenommen, welche schneller zu Lysosomen reifen und dadurch den Abbau von 
Proteinen begünstigen. Der MR kann auf diese Weise nicht wieder an die 
Zellmembran gebracht werden und nicht weiter für Endozytose verwendet 
werden, was die beobachtete verminderte OVA-Aufnahme hervorruft.  
Auffallend ist, dass die OVA-Aufnahme durch verminderte AP2 µ2-Expression zwar 
verringert, aber nicht komplett gehemmt wird. Das mag zum einen an einer (nicht 
detektierbaren) Restexpression von AP2 µ2 nach dem siRNA-Knockdown liegen. 
Da ein Knockdown nie vollständig ist, ist möglicherweise noch genug Protein 
vorhanden, um einige OVA-beladene MR-Moleküle in die Zelle zu leiten. 
Endgültigen Aufschluss über die Rolle von AP2 bei der MR-Internalisierung 
können nur Versuche mit AP2-Knockout-Zellen geben. Jedoch stehen solche Zellen 
nicht zur Verfügung, da AP2 µ2-defiziente Mäuse sehr früh während der 
Embryonalentwicklung sterben (Mitsunari et al., 2005).  
Alternativ könnten in dem hier untersuchten System auch andere Adapterproteine 
für AP2 einspringen und sein Fehlen kompensieren. Dab2 und ARH sind 
beispielsweise in der Lage, NPXY Motive zu binden (He et al., 2002; Maurer and 
Cooper, 2006; Mishra et al., 2002a; Mishra et al., 2002b) und sind infolgedessen 
möglicherweise auch in die MR-Internalisierung involviert. Zukünftige Studien 
sollten zur Klärung dieser Möglichkeit beitragen.  
Trotz der Rolle, die AP2 bei der MR-Internalisierung zukommt, ist eine Interaktion 
der beiden Proteine bisher noch nicht nachgewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde versucht, die Interaktion der endogenen Proteine mittels Co-
Immunopräzipitation in Zelllysaten zu bestätigen (nicht gezeigt). Leider gelang es 
mit dieser Methode nicht, die Interaktion des MR mit AP2 zu belegen, dies 
bedeutet jedoch keineswegs, dass keine Bindung stattfindet. Die Interaktion 
zwischen Adaptermolekülen und Sortier-Signalen ist relativ schwach, ihre 
Dissoziationskonstanten liegen im mikromolaren Bereich (Owen et al., 2004). 
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Infolgedessen scheint es nahezu unmöglich, die Interaktion der endogenen 
Proteine mittels Co-IP zu detektieren. In den letzten Jahren haben sich das Hefe-
Zwei-Hybrid-System und die Oberflächen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie als 
hilfreich erwiesen, um die schwache Interaktion zwischen Adapterproteinen und 
Rezeptoren nachzuweisen (Honing et al., 2005; Janvier et al., 2003). Diese 
Methoden sollten in Zukunft genutzt werden, um die Interaktion des MR mit AP2 
zu bestätigen. Auch der Effekt von Mutationen im di-aromatischen Motiv des MR 
auf die Interaktion zwischen AP2 und MR sollte zukünftig überprüft werden.  
Neben seiner Funktion bei der Rezeptorinternalisierung spielt AP2 auch bei der 
Bildung von Clathrin-umhüllten Vesikeln eine entscheidende Rolle. AP2-
Knockdown führt zu einem zwölffach geringeren Vorkommen von Clathrin-
umhüllten Einbuchtungen an der Plasmamembran (Motley et al., 2003). Selbst 
wenn AP2 nicht an den MR binden und dessen Internalisierung initiieren sollte, 
kann der Knockdown die Clathrin-abhängige MR-Internalisierung zumindest auf 
diese Weise beeinflussen.  
Nachdem die Abhängigkeit der MR-vermittelte OVA-Aufnahme von AP2 gezeigt 
worden war, war der beobachtete hemmende Effekt des AP2-Knockdown auf die 
OVA-Kreuzpräsentation nicht überraschend (Abbildung 6-17), da 
bekanntermaßen die Aufnahme über den MR ein erster wichtiger Schritt für die 
OVA-Kreuzpräsentation ist (Burgdorf et al., 2007). 
Unerwartet jedoch war die Beeinträchtigung der MHCII-bedingten Präsentation 
von OVA durch den Knockdown von AP2 µ2. Dieses Ergebnis könnte durch 
folgende Umstände erklärt werden: Neu synthetisierte MHCII α- und β-Ketten 
werden im ER mit der invarianten Kette (Ii) verknüpft und von dort über das 
trans-Golgi-Netzwerk (TGN) – entweder direkt oder über die Plasmamembran – in 
endosomale Kompartimente geleitet, um anschließend mit Peptiden beladen zu 
werden (Neefjes et al., 2011). Wie in früheren Studien gezeigt wurde, bindet die 
invariante Kette (Ii) AP2, höchstwahrscheinlich die µ2-UE, mit hoher Affinität 
(Hofmann et al., 1999). Zwei di-Leucin basierte Motive im zytoplasmatischen Teil 
von Ii sind hierbei kritisch für die Bindung und somit die Clathrin-abhängige 
Aufnahme der α-β-Ii-Komplexe von der Plasmamembran (Bremnes et al., 1994; 
Odorizzi et al., 1994; Roche et al., 1993). Zwar scheint die Menge an MHCII-
Molekülen an der Zellmembran durch den AP2 µ2-Knockdown nicht beeinflusst zu 
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werden (Abbildung 6-19), jedoch könnte die Internalisierung der α-β-Ii-Komplexe 
gestört sein und somit könnten weniger MHCII-Moleküle zur Peptidbeladung in 
Lysosomen zur Verfügung stehen.  
7.4 Durchflusszytometrische Charakterisierung Antigen-beladener 
Endosomen 
Durch den MR gespeiste Antigen-beladene Endosomen spielen eine zentrale Rolle 
bei der Antigenkreuzpräsentation. Sie ermöglichen eine langfristige Lagerung des 
Antigens und tragen somit zu einer effektiven Kreuzpräsentation über einen 
langen Zeitraum hinweg und schließlich zu einer effizienten Aktivierung von CD8+ 
T-Zellen bei. An diesen OVA+ Kompartimenten sind wichtige Komponenten der 
Kreuzpräsentationsmaschinerie wie MHCI, TAP, p97 (Burgdorf et al., 2008; Zehner 
et al., 2011) oder das Immunoproteasom (Abbildung 6-26) vorhanden. Eine 
Methode zur genaueren Untersuchung der Proteinzusammensetzung dieser 
Kompartimente verspricht daher, weiter Aufschluss über die molekularen 
Mechanismen der Kreuzpräsentation zu liefern. 
Zwar war die Isolierung von Phagosomen mit partikelförmigen Antigenen schon 
vor einiger Zeit geglückt (Ackerman et al., 2003; Guermonprez et al., 2003; Houde 
et al., 2003), die Aufreinigung von Endosomen mit löslichen Antigenen gestaltete 
sich allerdings schwieriger. Mehrere Gruppen haben Methoden zur Aufreinigung 
von Endosomen publiziert, die auf zeitintensiver Dichtegradientzentrifugation 
beruhen (de Araujo et al., 2008; Singer-Kruger et al., 1993). Ein Nachteil hierbei ist, 
dass Vesikel mit ähnlicher Dichte nicht voneinander getrennt und unabhängig 
voneinander untersucht werden können. 
In den letzten Jahren hat unsere Gruppe (Achmet Imam Chasan, Matthias Zehner) 
eine Methode entwickelt, mit der über den MR-beladene OVA+ Endosomen schnell 
und einfach isoliert werden können und ihre Proteinzusammensetzung mittels 
Durchflusszytometrie analysiert werden kann (Zehner et al., 2012). Auf diese 
Weise stehen für jedes einzelne, isolierte Vesikel Informationen zur Verfügung. Ein 
weiterer Vorteil besteht in der Möglichkeit, die Ergebnisse anschließend zu 
quantifizieren und somit auch statistische Auswertungen durchzuführen. 
Mit der in unserer Gruppe entwickelten Methode ist es möglich, in Zukunft noch 
ungeklärte mechanistische Details der Antigenkreuzpräsentation, beispielsweise 
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die Frage nach dem verantwortlichen Transportkanal für den Export von OVA ins 
Zytoplasma, zu klären. 
7.5 Das Immunoproteasom übernimmt eine wichtige Funktion bei der OVA-
Kreuzpräsentation 
Das Immunoproteasom wird in einigen hämatopoetischen Zellen, einschließlich 
DCs, konstitutiv exprimiert und kann in anderen Zellen durch IFNγ induziert 
werden (Macagno et al., 1999; Macagno et al., 2001; Nil et al., 2004; Tanaka, 1994). 
Hierbei werden die katalytisch aktiven β-Untereinheiten (β1, β2 und β5) bei der 
Neubildung von Proteasomen durch die induzierbaren Immunoproteasom-
Untereinheiten LMP2 (β1i), LMP7 (β5i) und MECL-1 (β2i) ersetzt. Infolgedessen 
verändert sich die katalytische Aktivität, was schließlich zu einer vermehrten 
Herstellung von Peptiden für die Präsentation auf MHCI-Molekülen führt (Schwarz 
et al., 2000; Sijts et al., 2000b; Toes et al., 2001). Das Immunoproteasom gestaltet 
somit das Repertoire an antigenen Peptiden (Chen et al., 2001; Kincaid et al., 2012). 
Tatsächlich zeigen Mäuse, denen die drei katalytischen Immunoproteasom-
Untereinheiten fehlen, Mängel bei der Präsentation verschiedener MHCI-Epitope, 
unter anderem auch bei der Präsentation des Modellantigens Ovalbumin (Kincaid 
et al., 2012). 
In der vorliegenden Studie wurde darüber hinaus eine Rolle des 
Immunoproteasoms bei der in vitro OVA-Kreuzpräsentation bestätigt (Abbildung 
6-21). Erste Hinweise darauf wurden in früheren Studien bereits durch die 
Verwendung von generellen Proteasominhibitoren gewonnen (Burgdorf et al., 
2006; Burgdorf et al., 2008). Diese haben allerdings einen breitgefächerten Effekt 
(bis hin zum Zelltod) und beeinträchtigen dadurch vielseitige zelluläre Vorgänge. 
Durch die Verwendung spezifischer siRNA gegen einzelne Untereinheiten können 
die beobachteten Effekte speziell auf das Fehlen einer UE zurückgeführt werden. 
Auch Experimente mit LMP2-/- und LMP7-/- BMDCs liefern einen eindeutigen 
Hinweis auf die Bedeutung einzelner Untereinheiten des Immunoproteasoms bei 
der Antigenkreuzpräsentation (Abbildung 6-21). Da weder die Beladung der 
MHCI-Moleküle mit SIINFEKL noch die Aufnahme des Antigens in die Zellen oder 
die Weiterleitung in frühe Endosomen durch das Fehlen der Immunoproteasom-
UE beeinträchtigt wird (Abbildung 6-21, Abbildung 6-22), scheint tatsächlich die 
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erschwerte Prozessierung des Antigens für die verminderte Kreuzpräsentation 
verantwortlich zu sein.  
Dabei hat das Fehlen der LMP7-UE einen größeren Effekt auf die 
Antigenkreuzpräsentation als das der LMP2-UE (Abbildung 6-21). Diese 
Ergebnisse stimmen mit Erkenntnissen aus früheren Studien überein, die eine 
deutlich reduzierte MHCI-Oberflächenexpression in LMP7-/- Mäusen beobachteten 
(Fehling et al., 1994), wohingegen die MHCI-Oberflächenexpression in LMP2-/- 
Mäusen nur geringfügig beeinflusst war (Van Kaer et al., 1994). Die reduzierte 
MHCI-Expression wird auf die Abwesenheit passender Peptide, die für die 
korrekte Faltung, den Transport und schließlich die Stabilität der MHCI-Moleküle 
erforderlich sind, zurückgeführt. Diese Hinweise deuten darauf hin, dass LMP7 
eine größere Rolle bei der Generierung der OVA-MHCI-Peptide spielt als LMP2. 
Auffälliger Weise zeigen LMP7-/- Mäuse auch eine reduzierte LMP2-Expression 
(Abbildung 6-21 C). Die Expression der Antigentransporter TAP1 und TAP2 in 
LMP7-/- Mäusen ist nicht verringert (Fehling et al., 1994), der Transport antigener 
Peptide in die Kompartimente, in welchen die Beladung der MHCI-Moleküle zur 
Kreuzpräsentation erfolgt, wird also nicht beeinträchtigt.  
 
Damit die Peptide nach der Prozessierung durch das Immunoproteasom nicht 
durch weiteren Abbau zerstört werden, ist eine unmittelbarer Nähe des 
Proteasekomplexes zu den frühen Endosomen, in welche die Peptide nach dem 
proteasomalen Abbau wieder aufgenommen werden und von wo aus sie effektiv 
kreuzpräsentiert werden, nötig. Diese räumliche Nähe wurde an Phagosomen 
schon vor einiger Zeit nachgewiesen (Houde et al., 2003) und im Rahmen dieser 
Arbeit mittels Fluoreszenzmikroskopie auch für Endosomen bestätigt (Abbildung 
6-23). Weiterhin wurde die oben beschriebene neue Methode der endosomalen 
Durchflusszytometrie (6.4) verwendet, um die Rekrutierung des 
Immunoproteasoms an Antigen-beladene Endosomen nachzuweisen. 
Unglücklicherweise stellte sich im Laufe der Experimente heraus, dass die 
gezeigten Färbungen unspezifisch zu sein scheinen (Abbildung 6-27). 
Höchstwahrscheinlich werden nach dem Knockout von LMP2 und LMP7 die 
konstitutiven Untereinheiten (β1 und β5) wieder ins Proteasom eingebaut und 
möglicherweise ähneln diese LMP2 und LMP7 so sehr, dass sie von den 
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verwendeten Antikörpern erkannt werden. Wie vorangegangene Experimente mit 
den gleichen Antikörpern allerdings zeigten, binden die Antikörper zumindest im 
Western Blot (Abbildung 6-21) und in der FACS-Färbung von Zellen (nicht gezeigt) 
sehr spezifisch nur an die gewünschte Untereinheit. Im Laufe der Arbeit wurden 
diverse αLMP2- und αLMP7-Antikörper getestet, die hier verwendeten Antikörper 
waren die einzigen, die in der Endosomenfärbung überhaupt ein Signal zeigten. 
Um das Problem der Antikörperspezifität zu umgehen, wurde in einem weiteren 
Ansatz versucht, BMDCs mit LMP2- und 7-GFP-Fusionsproteinen zu transduzieren 
und diese für die Endosomenfärbung zu verwenden. Prinzipiell ist es möglich, GFP-
Fusionsproteine an Endosomen mittels Durchflusszytometrie nachzuweisen, 
jedoch erfordert dies eine effektive Transduktion der Zellen mit den 
Fusionsproteinen. In diesem Fall gestaltete sich selbst die lentivirale Transduktion 
von BMDCs mit den Fusionsproteinen schwierig. Mit den erreichten 15 % war die 
Transduktionseffizienz mit den LMP2- und LMP7-GFP-Fusionsporteinen in BMDCs 
nicht ausreichend, um genug transduzierte Zellen für die Endosomenpräparation 
zur Verfügung zu stellen.  
Bezüglich der Rolle des Immunoproteasoms bei der MR-vermittelten 
Kreuzpräsentation ist eine Reihe an Fragen nach wie vor offen. Hierunter fällt 
beispielsweise die Frage, ob der Effekt der LMP2 und LMP7 Herunterregulation 
auf die Kreuzpräsentation ausschließlich durch eine veränderte katalytische 
Aktivität verursacht wird, oder ob womöglich auch die Rekrutierung und die 
Mobilität des Proteasoms beeinflusst werden. 
Die wohl bedeutsamste Frage ist, über welchen Mechanismus das 
Immunoproteasom an die Endosomen rekrutiert wird. Die AAA ATPase p97 spielt 
eine wichtige Rolle bei der Antigenkreuzpräsentation und ist an OVA+ Endosomen 
vorhanden (Ackerman et al., 2006; Giodini et al., 2009; Zehner et al., 2011). Zudem 
interagiert p97 mit dem Proteasom (Besche et al., 2009; Dai et al., 1998; Isakov 
and Stanhill, 2011) und ist möglicherweise für die Rekrutierung des Proteasoms 
an ER Proteine verantwortlich (Ikeda et al., 2009). Vor diesem Hintergrund ist eine 
Funktion von p97 bei der Rekrutierung des Immunoproteasoms an OVA+ 
Endosomen denkbar. Zukünftige Studien sollten die Bedeutung von p97 bei der 
Proteasomrekrutierung klären.  
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Weiterhin wäre es interessant, zu untersuchen, ob die Rekrutierung des 
Proteasoms an die Endosomen eine notwendige Voraussetzung für die 
Kreuzpräsentation ist. Die Interaktion von p97 mit dem Proteasom erfolgt nicht 
direkt, sondern wird über die Verbindungsmoleküle Dsk2 und Rad23 vermittelt 
(Chen and Madura, 2002; Elsasser et al., 2004; Richly et al., 2005; Wilkinson et al., 
2001). Auf Grund dessen könnte in einem zukünftigen Experiment durch 
Knockdown der Verbindungsmoleküle die Proteasomrekrutierung gestört werden 
und anschließend der Effekt auf die Antigenkreuzpräsentation analysiert werden.  
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Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Bezeichnung 
ABTS 2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsäure) 
AP2 Adapterprotein 2 
APC Professional antigen-presenting cell, 
Antigenpräsentierende Zelle; 
Allophycocyanin  
APS Ammoniumpersulfat 
ARH Protein Autosomal recessive hypercholesterolemia 
protein 
AS Aminosäure 
ATPase Adenosintriphosphatase 
BMDC Bone marrow-derived dendritic cell, 
Knochenmark dendritische Zelle 
CCP Clathrin-coated pits, Clathrin-umhüllte 
Einbuchtung 
CD Cluster of differentiation 
CDM6PR (Cation-dependent) Mannose-6-
Phosphatrezeptor 
CFSE Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester 
CIM6PR (Cation-independent) Mannose-6-
Phosphatrezeptor 
CLIP Class II-associated invariant chain peptide 
CRD Carbohydrate recognition domain, 
Kohlehydraterkennungsdomäne 
CTL Zytotoxischer T-Lymphozyt 
CTLA-4 Zytotoxisches T-Lymphozyt-Antigen 4 
CTLD C-Typ Lektindomäne 
Dab2 Disabled-2 
DC Dendritische Zelle 
DC-SIGN Dendritic cell-specific intercellular adhesion 
molecule-3-grabbing non-integrin, auch 
CD209 
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DMEM Dulbecco’s modified Eagle's medium 
DNA Deoxyribonucleic acid, 
Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGF Epidermal-growth-factor 
EGFP Enhanced green fluorescent protein, grün 
fluoreszierendes Protein 
EGFR Epidermal-growth-factor receptor 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERAD Endoplasmic reticulum-associated protein 
degradation, ER-assoziierter Proteinabbau 
ERAP ER-assoziierte Aminopeptidase 
FACS fluorescence-activated cell sorting 
FCS Fetal calf serum, fetales Kälberserum  
FcγRI Fc Rezeptor 
FITC Fluorescein 
FNII Fibronektin Typ II  
FSC Forward scatter, Vorwärtsstreulicht 
GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor 
h Stunde 
Hek Humane embryonale Nierenzellen 
HPV Humanes Papillomavirus 
HRP Horseradish peroxidase, 
Meerrettichperoxidase 
HSP 70 Heat shock protein 70 
i.d. Intradermal 
IFNγ Interferon γ 
IL Interleukin 
IMDM Iscove's modified Dulbecco's medium 
IP Immunopräzipitation 
IRAP Insulin-responsive aminopeptidase  
IRES Internal ribosomal entry site 
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LDL Low-density lipoprotein 
LDLR Low-density lipoprotein Rezeptor 
LMP2/7 Low molecular mass protein 2/7 
LTR Long terminal repeat 
M6PR/CIMPR Mannose-6-Phosphatrezeptor/ cation-
independent mannose phosphate receptor 
mAb Monoklonaler Antikörper 
MCS Multiple cloning site 
MECL-1 Multicatalytic endopeptidase complex like 1 
MES 2-(N-Morpholino) Ethansulfonsäure 
MFI Mittlere Fluoreszenzintensität 
MHC Major histocompatibility complex 
Haupthistokompatibilitätskomplex  
MHCI MHC Klasse I Molekül 
MHCII MHC Klasse II Molekül 
min Minute 
MR Mannoserezeptor 
mRNA Messenger ribonucleic acid 
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 
88 
NADPH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat 
NOX2 NADPH Oxidase 2 
OVA Ovalbumin 
PAMP Pathogen‐associated molecular pattern, 
Pathogen-assoziiertes molekulares Muster 
PBMC Peripheral blood mononuclear cell‚ 
mononukleäre Zelle des peripheren Blutes 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PFA Paraformaldehyd 
PLA2R Phospholipase A2 Rezeptor 
PLGA Poly lactic-co-glycolic acid 
PRR Pattern recognition receptor, 
Mustererkennungsrezeptor 
Ptd-Ins(4,5)P2 Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat 
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Rag1 Recombinase activating gene 1 
RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
Rpm Rounds per minute, Umdrehungen pro 
Minute 
RRE Rev response element 
RT Raumtemperatur 
s.c. Subcutan 
SDS Sodium dodecyl sulfate, 
Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese 
sec Sekunde 
SEM Standard error of the mean 
siRNA Short interfering RNA 
SLP Synthetisches langes Peptid 
SSC Side scatter, Seitwärtsstreulicht 
TAP1 Transporter associated with antigen 
processing 1 
TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween20 
TCR T-Zell-Rezeptor 
TGN Trans-Golgi-Netzwerk 
TH1/TH2 T-Helferzelle Typ1/2 
TLR Toll-like Rezeptor  
TLRL Toll-like Rezeptor Ligand 
TM-Domäne Transmembran-Domäne 
TNF Tumornekrosefaktor 
UE Untereinheit 
VSV-G Vesicular stomatitis virus glykoprotein 
WT Wildtyp 
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